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RESUMEN

Justificacion: El estudio y tratamiento de la discopatia, supone un gran reto
para la comunidad cientifica, la tecnologia actual junto con la ingenieria tisular,
abren nuevas puertas que debemos aprovechar. Hasta el momento, existe un
tratamiento para la discopatia degenerativa conservador, encaminado a
mejorar los sintomas y un tratamiento quirurgico, que va desde la discectomia
a la artrodesis segmentaria. El objetivo de este estudio, es profundizar en el
conocimiento de la fisiopatologia del disco intervertebral como paso previo para
plantear la regeneracion del tejido discal dafado. Para ello, evaluamos la
presencia de células mesenquimales (progenitores celulares) en el nucleo
pulposo de disco intervertebral cervical degenerado y analizamos sus
caracteristicas comparativamente con los progenitores celulares obtenidos de

meédula ésea de los mismos sujetos.

Métodos: Hemos realizado un estudio descriptivo con 14 pacientes que
precisaron cirugia de artrodesis cervical, por padecer una discopatia
degenerativa. Se analizo la presencia de células “stem” mesenquimales (CSM)
en el nucleo pulposo (NP) del disco, comparandolas cualitativamente con las
de médula 6sea (MO) de los mismos pacientes. Se aislaron y expandieron
CSM, tanto de NP como de MO. Se realizaron los estudios de diferenciacion
multilineal in vitro de las células mesenquimales de ambas fuentes, hacia

osteoblasto, adipocito y caracterizacion inmunofenotipica por citometria de flujo



Resumen

Resultados: Se hallaron progenitores celulares en el disco cervical
degenerado. Las células de ambos origenes (disco degenerado y médula
Osea) se diferencian in vitro hacia ambas lineas celulares, si bien la
diferenciacion adipocitica de las células procedentes del disco fue menor que
las procedentes de MO. Tampoco demostraron diferencias en los marcadores
inmunofenotipicos. Las células de ambas fuentes poseen los marcadores

inmunofenotipicos caracteristicos de las células mesenquimales.

Conclusiones: El NP de disco vertebral cervical degenerado contiene células
troncales mesenquimales. Estas células son similares a las células de MO, con
la excepcion de su capacidad disminuida de diferenciacion adipogénica. Estos
datos son coincidentes con los hallazgos obtenidos en el segmento lumbar. No
podemos demostrar que haya diferencias entre segmentos biomecanicamente

diferentes como cervical y lumbar.

Palabras clave: Células mesenquimales discales, nucleo pulposo,

diferenciacion celular, degeneracién discal, terapia celular.
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1. INTRODUCCION

Las numerosas patologias cartilaginosas o articulares existentes, tienen una
elevada incidencia en la poblacion mundial, siendo una causa frecuente de
pérdida de salud y sufrimiento para los pacientes, ocasionando en la sociedad
enormes pérdidas financieras, por ser motivo importante de absentismo laboral
y generando un gasto sanitario alto. De todas estas enfermedades, se estima
que solo la artrosis es responsable del 50% de las enfermedades cronicas en
la poblacién envejecida y en los proximos afios se espera que su incidencia
sea aun mayor, en Estados Unidos en el 2008 afectaba a 27 millones de
personas [y en el afio 2030 seran 67 millones, el 25% de la poblacién, los

afectados de artrosis 2.

El dolor lumbar y el cervical son un problema de salud frecuentes, que en
muchas ocasiones evolucionan a la cronicidad, con un dificil tratamiento que
genera en el paciente desesperacion y cuando este cuadro se acompaia de
clinica neuroldgica, afecta de forma mas que significativa a la independencia
en la vida del paciente. La etiologia que produce la degeneracién discal, a
menudo presente en el contexto de estas enfermedades, es multifactorial y

sera comentada mas adelante.

El dano discal, centro de nuestro estudio, se produce de forma crénica con la
pérdida progresiva de su estructura, composicion y funcion, con degeneracion

de las de células notocordales que estabilizan la matriz extracelular y protegen

(3]

la integridad del disco ", también la pérdida de condrocitos en el nucleo
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pulposo (NP) y su sustitucion por fibroblastos, parece asociado a una
degeneracion discal precoz .

Esta degeneracion discal, se puede acompafiar de un cuadro clinico en forma
de dolor, radiculopatia o mielopatia y su diagndstico exige unos cambios
anatomopatologicos, que en clinica identificamos o correlacionamos con
pruebas de imagen. Tras el fracaso del tratamiento conservador (tratamiento
expectante sintomatico, antiinflamatorios, corticoides, neuromoduladores,
ozono, rehabilitacion, unidad del dolor, etc.) debemos poder proponer al
paciente una solucion quirurgica, responsable, definitiva y de contrastados
resultados a largo plazo. Los procesos invasivos como la cirugia a ese nivel,
varian desde, conservadora del remanente discal degenerado, como la
microdiscectomia, hasta fusiones, pasando por las proétesis, sin embargo,
ninguno de estos ultimos procesos conserva el disco y mucho menos lo
regenera. La técnica de eleccion quirurgica, en nuestra opinion, a nivel cervical,
es la descompresién y fusién, que cumple todo lo requerido anteriormente y
soluciona los problemas discales asociados con radiculopatia o mielopatia
cervical. La artrodesis, con mas de 25-50 afios de experiencia, ha demostrado
ser un tratamiento efectivo, seguro, pero no exento de complicaciones graves y

riesgos para el paciente.

Gracias al avance en investigacion, se han explorado en los ultimos afos
caminos de tratamiento con base en la biologia e ingenieria tisular, utilizando
células pluripotenciales de cordon y mas frecuentemente del adulto, donde se

han descrito en MO, grasa y también en discos vertebrales ©°.
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Las células troncales mesenquimales o células “stem” mesenquimales (CSM),
gracias a su capacidad de division y su capacidad para diferenciarse en tejidos
especializados, son la herramienta mas prometedora para solucionar el
problema de degeneracion discal y su uso terapéutico ya ha sido validado,

gracias a su capacidad para migrar e injertarse en tejidos a distancia ..

Casi todos los tejidos reparan sus lesiones mediante nuevo tejido, pero
cicatricial, esto no ocurre por ejemplo en el hueso, que regenera sus fracturas
con nuevo hueso y esta propiedad es la que queremos desarrollar con la

utilizacion de CSM.

Las células pluripotenciales, pueden ser embrionarias, hematopoyéticas o
mesenquimales. Las ultimas se encuentra principalmente en la médula 6sea,
pero también en otros tejidos del adulto y son capaces de diferenciarse hacia

un linaje, adopocitico, condrocitico, miocitico, tenocitico o célula neural.

La terapia celular es uno de los tratamientos mas prometedores enfocados a
problemas degenerativos, la investigacion se desarrolla en esa linea
conociendo la fisiopatologia del tejido que se degenera y evaluando las
posibilidades de las terapias celulares, buscando crear lineas de tratamiento
precoces, poco agresivas y mas definitivas para el paciente. El tejido humano
tiene una limitada capacidad regenerativa, los estudios e investigacion
terapéutica actual pretende utilizar las propiedades de invasion, diferenciaciéon
y reparacion que tienen las células madre, para reparar tejido dafiado sin

generar tejido de granulacion, que se asocia a los procesos de cicatrizacion.

11
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Se entiende por reparacién de un tejido bioldgico, a la restauracién de dicho
tejido sin que éste conserve su arquitectura original, ni tampoco su funcion. Al
no recuperar su estado original, sus propiedades mecanicas y fisicas son
inferiores, esto es una transformacion que ocurre espontaneamente y el
resultado final es la cicatrizacion. Entendemos por regeneraciéon cuando la
restauracion de dicho tejido posee propiedades indistinguibles del tejido
original. En la ultima década, la ingenieria de tejidos se ha revelado como el

futuro en el campo de las terapias regenerativas frente a lesiones tisulares 1

Centrandonos de nuevo en las CSM, éstas fueron descritas por primera vez
por Friedenstein ®® como células no hematopoyéticas que residen en la médula
0sea, con aspecto fibroblastico y caracteristicas de célula stem: capacidad de
autorrenovacion, proliferacién y con capacidad de diferenciarse a varias lineas
de tejido mesodérmico. Ademas de en el cordon umbilical, se aislaron en
médula ésea !, grasa "> musculo [, piel * periostio ", tendén [ o
tejido nervioso "®l. Sin embargo, las fuentes predominantes siguen siendo la

médula ésea y el tejido adiposo .

A partir de su descripcion inicial, el interés que han despertado estas células ha
ido en aumento, siendo muchos los estudios sobre ellas en los que se han
usando diferentes métodos de aislamiento, expansion y caracterizacion. La
capacidad de diferenciacion hacia estirpes mesodérmicas es un requisito
exigido por la Sociedad Internacional de Terapia Celular (ISCT) para que una

célula sea considerada mesenquimal mutipotencial '"). Existen como ya hemos

12
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visto, diferentes fuentes celulares en el organismo de las que se pueden
obtener CSM, y como acabamos de mencionar las mas frecuentemente

empleadas son la médula 6sea y el tejido adiposo (Figura 1) ['8.

Centrifugacion

Lipoaspirado

Cultivo

Digestién con colagenasa

Pellet

Figura 1. Procesamiento de “Stem Cells” derivadas de un lipoaspirado.

Las CSM representan una herramienta terapéutica que podria aplicarse a
diversas enfermedades degenerativas e inmunes. Debido a su amplia
capacidad de autorrenovacion, proliferacion, multipotencialidad  ['92%
propiedades inmunomoduladoras y a la capacidad para ser modificadas por
técnicas de ingenieria molecular, se han demostrado utiles para la reparacion y
regeneracion de tejidos tanto en estudios preclinicos como clinicos,
principalmente en el sistema cardiovascular, aparato locomotor, trasplante
hematopoyético, tracto gastrointestinal, pancreas e incluso en el sistema

nervioso central. Su via de administracion puede ser mediante inyeccion

intravenosa o por administracion in situ.
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A nivel 6seo, las CSM influyen directamente en la homeostasis, por tanto cabe
pensar, que la pérdida de funcionalidad celular que alli ocurre, puede ser
tratada con CSM cultivadas e injertadas en ese tejido ?". Existen estudios, que
previamente han identificado células madre en los discos intervertebrales (DIV)

) 224 En esta ocasion, hemos

y concretamente en el nucleo pulposo (NP
dirigido la investigacion a los discos cervicales, cuya anatomia y biomecanica
especifica, podrian condicionar una diferente degeneracién del disco, a nivel
celular y molecular. Difieren la carga y la movilidad a la que son sometidos los
DIV cervicales respecto a la zona lumbar, siendo en esta ultima una

degeneracion condicionada sobre todo por carga #°!,

El area cervical, es sobre todo movil y la influencia de la movilidad se ha
analizado con el ejercicio fisico, que estimula la reparacion del disco y la
proliferacion de CSM en modelos animales, de forma diferente a lo largo del

raquis 1%,

El NP del disco es avascular, con un ambiente hipoxico y de carga fisica, la
degeneracion a ese nivel, supone una probable merma en la capacidad de
regeneracion de las células mesenquimales, por lo tanto, uno de los objetivos
de la terapia regenerativa es mejorar el microambiente que existe y estimular la
proliferacion celular desde el momento inicial de la lesion, a través de la
implantacion de CSM en el disco, potenciando su capacidad regenerativa 271,
El término célula troncal, célula madre o “stem cell’, define una célula
progenitora, autorrenovable, capaz de regenerar uno o mas tipos celulares

diferenciados.
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Estas células poseen la capacidad de autorrenovarse mediante divisiones
mitéticas o bien de continuar la via de diferenciacién para la que estan
programadas y por tanto, producir células de uno o mas tejidos adultos,
funcionales y plenamente diferenciados, en funcion de su grado de
multipotencialidad. La mayoria de los tejidos de un individuo adulto poseen una
poblacion especifica propia de células troncales, que permiten su renovacion
periodica o su regeneracion cuando se produce un dafio tisular. Hasta hace
poco tiempo, se creia que las células troncales adultas presentes en un
determinado tejido, solo se diferenciaban dando lugar exclusivamente a los
tipos celulares propios de dicho tejido, sin embargo, actualmente se ha puesto
de manifiesto que en los seres vivos adultos, existen varios tipos de células
troncales capaces de encontrarse localizadas en un tejido y generar células
especializadas de otro diferente 2! . Por tanto, el hecho de que podamos aislar
células madre en discos degenerados, nos crean expectativas sobre la
posibilidad de una regeneracidn celular posible a través de ellas. Dichas
células pueden ser cultivadas in vitro, mostrando una proliferacion ilimitada y la

capacidad de diferenciarse a cualquier otro tipo de célula mesodérmica ?°.

En los ultimos afos, varios grupos han investigado el potencial de las células
troncales mesenquimales en la reparacion y regeneracion de tejidos, dejando

patente la capacidad de diferenciacion de estas células, a lo largo de varias

rutas definidas in vitro, en concreto para reparar patologia esquelética **'%,

[31,32]

cartilaginosa , muscular ¥

y tendinosa Y siendo los resultados

prometedores (Figura 2).
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LA GENESIS DEL TEJIDO MESODERMICO
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Figura 2. El proceso mesegénico (esquema generado en 1980 por los
investigadores de la época). Imagen tomada de “Principles of Regenerative
Medicine”, second edition. Academic Press. Figura 14.1 p.254 parte |l capitulo
14: MSCs in Regenerative Medicine.

1.1 El disco intervertebral

El disco intervertebral forma una sinfisis o anfiartrosis entre dos vertebras

adyacentes (Figura 3), representa la mayor estructura avascular del organismo

y supone en el hombre el 20-33% del total de la longitud de la columna
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vertebral, transmite y amortigua las cargas axialmente, ademas de permitir el
movimiento, en una estructura por lo demas rigida. Junto con las
articulaciones facetarias son las estructuras mas expuestas a las cargas en la

columna.

ngm"wm\ry PRI DeR e
Disc of -— ‘ '

Jibrocartilage | Ftmpas . NI Y
Articular cartil A e w
cutar carlilaqge——= L R s CHLACH S

! R

Figura 3. Anfiartrosis (sinfisis)

El disco vertebral es un tejido en el que el proceso degerativo es frecuente y
ademas de inicio precoz, comenzando ya en la edad infantil !, este deterioro,
puede manifestarse clinicamente como una hernia, una estenosis o
simplemente como una degeneracion local. Junto con las articulaciones
facetarias, determinan el grado de degeneracién de la columna vertebral en su

conjunto.

El disco vertebral por otro lado, es el 6rgano mas grande que contiene tejido
fibroso del cuerpo humano, tiene un anillo exterior (anillo fibroso (AF), hecho de
fibras resistentes de colageno que unen el disco a los cuerpos vertebrales
adyacentes, fibras de Sharpey) y un nucleo interior (nicleo pulposo (NP)). Este

ultimo, esta formado por un tejido cartilaginoso blando que contiene células
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(condrocitos like) y la denominada matriz extracelular (sustancia fundamental),
hecha de moléculas de alto peso molecular (proteoglicanos como el sulfato de
condroitina). Estas sustancias, tienen una gran capacidad para retener el agua,
siendo el contenido hidrico de los discos del 75-90%. Puesto que el disco no
esta directamente conectado al sistema vascular del cuerpo, su nutricién sélo
esta asegurada por difusion a través de las superficies cartilaginosas y 0seas
de los cuerpos vertebrales adyacentes, concretamente atravesando los platillos

vertebrales epifisarios (EP del inglés “endplates”) (Figura 4).

Nucleo pulposo “

Anillo fibroso

Ligamento
vertebral
comun anterior

Nucleo pulposo

Anillo fibroso

Platillo Ligamento
epifisario vertebral
comun posterior

Figura 4. Disco intervertebral
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1.1.1 Desarrollo del disco intervertebral

La columna vertebral empieza a desarrollarse durante la tercera semana de
gestacion con la formacion del ectodermo, el mesodermo y el endodermo. A
medida que las células de la linea primitiva se van diferenciando, se forma la

notocorda, que sirve de base para la formacion del esqueleto axial (Figura 5).

Jalse amnion or scrosa

R = &= Y
Sire A\ S~ amnion fs
ville of ,,agl.nm‘ — neuml P (7
c]‘ ort yanyl e cana

: 3 sole
notechord RN ﬁ- pffrp \,,,
— ° card .vein

primitive »”' S \52;' Wolffian body & J
aoria & Vi and duct \ ;
e R N p ) . . calom <

digestive tube

Figura 5. Desarrollo embrionario

La columna, se desarrolla a partir de la condensacion de las células
mesenquimatosas. Estas células se segmentan en bandas claras y oscuras
alternantes que forman, respectivamente, los cuerpos vertebrales y los discos

intervertebrales (Figura 6)

19



Introduccion

Neural canal Primitive Wolffian

s segment  duct
Aax:h v A (4
Lctodermn . B350 s : !
G
s C arn - Of
J.“ = j 3 e 4
E oR 3 DODNN
3 oy 1G] o] G
" : Q
3F ®a®s
S \ &
” 5 3 @
Entoderm ~ > °@ N,
Notochord Aorla

Figura 6. Desarrollo embrionario canal raquideo

El ndcleo pulposo, surge a partir de una expansioén de células que rodean el
cartilago primitivo de la propia notocorda (Figura 7). Las células de la
notocorda tienen un papel crucial en la formacion de la matriz del nucleo
pulposo. Resultan empujadas en agrupaciones celulares, lo que se conoce
como chorna reticulum, por la formacion de la matriz extracelular. Se cree que

las células de la notocorda permanecen activas hasta la segunda década de la

Celom  gomatic mesoderm

Splanchnic mesoderm

vida, momento a partir del cual raramente se observan.

Anterior
longitudinal

ligament

Figura 7. Nucleo Pulposo
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Al igual que otros tejidos conectivos, el disco intervertebral contiene una
escasa poblacion celular y una abundante matriz extracelular. El anillo fibroso
externo contiene principalmente colageno de tipo | y fibroblastos. En esta
region, las fibrillas de colageno de tipo | estan orientada paralelamente para
formar laminas concéntricas; la ordenacion se parece a las capas de una
cebolla (Figura 8). Cada capa concéntrica del anillo fibroso contiene fibras de
colageno de tipo | que esta orientada aproximadamente a unos 30° del eje
longitudinal de la columna. Las capas, alternantes, se orientan en direcciones
opuestas para proporcionar al tejido una integridad estructural 6ptima y una

gran resistencia a la torsidn y a las fuerzas de cizallamiento.

Figura 8. Fibrillas anillo fibroso

Existe una delgada zona de transicién que separa el anillo fibroso del nucleo
pulposo. El nucleo pulposo es la regidn mas central del disco y contiene una

matriz rica en proteoglicanos con fibras de colageno orientadas de forma
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aleatoria (principalmente colageno de tipo IlI). Grandes agregados de
proteoglicanos hidréfilos, situados en el nucleo pulposo, proporcionan rigidez y
viscoelasticidad al disco. Asi, dentro del nucleo pulposo, una pequefa

poblacion celular mantiene una vasta matriz extracelular.

Los platillos epifisarios que limitan ventral y caudalmente el disco, estan
formados por un hueso compacto especializado. El hueso, es sustancialmente
mas grueso a lo largo de la periferia del disco que en su regién central. Este
hueso periférico mas grueso, proporciona un soporte estructural, mientras que
la regidon central, permite un mayor contacto entre los capilares del platillo
epifisario y el disco subyacente (Figura 9), estos platillos 6seos, estan cubiertos
por una capa de cartilago hialino que separa el hueso del nucleo pulposo y
actia como una barrera a la difusién, permitiendo solamente el paso de
pequefas moléculas no cargadas de dentro afuera del disco en una cantidad

significativa.

Figura 9. Vias de nutricion
A: Riego sanguineo, CV: Vertebra, N: Nucleo, EP: Platillo vertebral epifisiraio
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A medida que envejecen se calcifican y esta calcificacion afecta al metabolismo
discal, pues limita posteriormente el aporte de nutrientes y la eliminacién de los
productos de deshecho. Por tanto, las células del interior del disco viven en un
entorno nutricional comprometido que empeora con la edad y que se ha

postulado como uno de los factores implicados en la degeneracion discal.

1.1.2 Anatomia normal del disco intervertebral y las carillas articulares

El segmento basico de movimiento de la columna vertebral, esta compuesto
por un disco intervertebral anterior y dos carillas posteriores. Este complejo de
tres articulaciones, permite el movimiento y resiste a las fuerzas de
comprension ejercidas a través de la columna vertebral. Si bien se produce
movimiento en las tres principales articulaciones, el disco intervertebral
proporciona la mayor resistencia a la compresion, mientras que las carillas

permiten la rotacion, la inclinacion lateral y la extension.

El disco intervertebral actua como una estructura de soporte de carga, con dos
componentes distintos: el numero pulposo y el anillo fibroso. Cada componente
tiene unas propiedades biomecanicas totalmente distintas. El nucleo pulposo,
rico en proteoglicanos, funciona como una masa semiliquida viscosa interna,
mientras que el anillo fibroso, rico en colageno, funciona como un contenedor
fibroso laminar. La combinacion unica de las propiedades bioquimicas y
biomecanicas del nucleo pulposo y el anillo fibroso, permiten que el disco
intervertebral absorba y disperse las fuerzas de carga normales que

experimenta la columna vertebral. La presuncidn es que, incluso cuando el
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nucleo pulposo o el anillo fibroso estan comprometidos estructuralmente, los
cambios degenerativos progresaran debido a la alteracion de la distribucidn de

fuerzas mecanicas a través de la unidad funcional de la columna.

Las articulaciones de las carillas son verdaderas articulaciones sinoviales, que
sufren cambios degenerativos similares, a los de la artrosis vista en otras
articulaciones, siendo una de las principales estructuras estabilizadoras del
segmento de movimiento vertebral. A medida que progresa la cascada
degenerativa y se pierde el soporte de la columna anterior, las articulaciones
de las carillas soportan mas carga. Con la progresiva degeneracion de la
columna, los patrones de carga de las articulaciones de las carillas se alteran y

ocasionan cambios estructurales en las mismas.

1.1.3 Biomecanica del disco

1.1.3.1 Consideraciones biomecanicas sobre la estabilidad de la columna

La columna es una estructura mecanica y las vértebras, presentan
articulaciones entre ellas, sometidas al control de todo un complejo sistema de
palancas (vértebras), pivotes (carilas y discos), limitadores pasivos
(ligamentos) y elementos activadores (musculos). El conocimiento integral de
su biomecanica, cobra una importancia primordial, para entender todos los
aspectos que atafien al analisis clinico y al tratamiento de los problemas de la

columna. Un requisito previo, necesario, consiste en comprender de forma
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basica aquellos términos y conceptos de ingenieria, aplicables a la

biomecanica osteomuscular y de la columna.

1.1.3.2 Propiedades fisicas y biomecanica funcional del disco intervertebral

Las tres funciones basicas de la columna consisten en transmitir el peso,

permitir el movimiento y proteger una estructura noble como la médula espinal.

Su anatomia parece cumplirlas de forma 6ptima (Figura 10). En su conjunto,

consta de 7 vértebras cervicales, 12 toracicas, 5 lumbares, 5 sacras fusionadas

entre si y tres o cuatro segmentos coccigeos también fusionados. Al

contemplarla en un plano frontal, por regla general parece recta y simétrica.
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Figura 10. Columna vertebral y médula espinal
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El plano sagital, revela sus cuatro curvas normales (Figura 11). Estas curvas,
orientan su lado convexo hacia adelante en las regiones cervical y lumbar, y
hacia atras en las regiones toracicas y sacrococcigea. Existe una base
mecanica que justifica estas curvas anatomicas normales, dotando a la
columna de mayor flexibilidad y de una capacidad amortiguadora mas amplia, a
la vez que mantienen la rigidez y estabilidad suficientes a nivel de las

articulaciones intervertebrales.

El perfil sagital normal

El perfil normal muestra una 7 vertebras cervicales
curva lumbar y toracica

armonicas. La plomada de la g.}tw

C7 toca la superficie de la S1. &

L TR " L.
! ‘ﬁ‘ s | 12 vértebras toracicas

i [ = -
nenno;— Y8 5 vértebras lumbares

sacro

]
-/ -
Fag Ccoxis

Figura 11. Perfil sagital normal

El disco intervertebral estda sometido a toda una diversidad de fuerzas y
momentos. Junto a las articulaciones interapofisarias, tienen la responsabilidad
de transportar todas las cargas de compresidbn que recibe el tronco.
Determinadas porciones suyas se ven expuestas a tension durante los

movimientos fisiolégicos de flexion, extension e inclinacion lateral. La rotacion
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axial del tronco, con respecto a la pelvis crea unas cargas de torsion, que se
traducen en la accion de unas fuerzas de cizallamiento sobre el disco. Como se
sabe los movimientos de rotacion van acoplados a los de inclinacién, las
presiones experimentadas por el disco, reunen una combinacion de fuerzas de

tension, compresion y cizallamiento con estos movimientos.

1.1.3.3 Caracteristicas de compresion del disco

La carga de compresion se traslada desde el platillo de un cuerpo vertebral al
siguiente a través del nucleo pulposo y el anillo fibroso. Durante los primeros
afnos de la vida (hasta los 30), el nucleo posee suficiente hidratacion para
actuar como una masa gelatinosa o viscoelastica. Al aplicarle un peso, se crea
determinada presion sobre el nucleo, esta presidn hidrostatica, empuja a las
estructuras vecinas en todas las direcciones dispersandolas desde su centro,
generando la compresién, unas tensiones complejas sobre el anillo. La
situacion es diferente cuando el nucleo esta seco (deshidratado), en este caso,
el mecanismo de transferencia de las cargas se encuentra muy alterado,
debido a que el nucleo es incapaz de admitir la suficiente presion hidrostatica.
Por consiguiente, los platillos vertebrales quedan sometidos a una presion
menor en el centro y las cargas se distribuyen mas hacia la periferia,
cambiando las tensiones que actuan sobre el anillo. Cuando el disco esta
degenerado, en sus capas externas recae menos tension periférica, mas

presidon axial y mucha mas fuerza sobre las fibras.
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Los experimentos desarrollados por Virgin *® mostraron que aunque los discos
sometidos a elevadas cargas de compresion manifestaran una deformacion
permanente, no se producia una hernia del nucleo pulposo. Incluso al efectuar
una incision longitudinal en la parte posterolateral del anillo fibroso que llegara
hasta el centro y aplicar una compresion sobre la pieza, las propiedades
elasticas registraban pocos cambios e indudablemente no se producia una
hernia de disco. Este trabajo, asi como los experimentos sucesivos de Hirsch

71 Markolf y Morris *® y Farfan y cols. 1*!

, sugieren que la hernia discal, no
esta ocasionada por una compresién excesiva, aunque si sea posible que
aparezcan nodulos de Schmorl como consecuencia de una carga (Figura 12).
Esto implica que la tendencia del disco a su hernia posterolateral, tal como se
observa en las situaciones clinicas, no es inherente a su estructura sino que

debe depender de determinadas circunstancias de carga diferentes a la

compresion.

Reposo Compresion ‘

Figura 12. Compresion, nédulo de Schmorl

1.1.3.4 Propiedades elasticas del disco

Aunque en la clinica el disco jamas esta cargado puramente por un estado de

tension, estas fuerzas actuan sobre algunas de sus partes durante los
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movimientos fisioldgicos. Markolf *®! estudié las propiedades elasticas del disco
como tal estructura y descubri6 que era menos rigido en una situacién de
tension, que bajo una compresion. Esto lo atribuy6 a la intensificacion de la
presion hidrostatica en el interior del nucleo, al recibir la carga de compresion.
Asimismo, debido a la naturaleza liquida del nucleo y al efecto de Poisson, el

disco se abomba durante la compresion y se contrae en tension (Figura 13).

Elongacion Reposo Compresion

Figura 13. Tension-Compresion sobre el disco

1.1.3.5 Caracteristicas de flexion del disco

La columna esta sometida a fuerzas de tension sobre su lado convexo y a
fuerzas de compresion sobre el concavo cuando se aplican pesos que la
doblan en circunstancias de flexion, extensiéon e inclinaciéon lateral. Por tanto,
su accion se puede concebir como una combinacion de cargas de tension y de
compresion, en cada caso depositadas sobre la mitad del disco. Las presiones
de flexion y de torsidbn suscitan un interés especial, porque los datos
experimentados apuntan hacia ellas y no hacia las cargas de compresion,

como los factores mas nocivos para el disco (Figura 14). Una inclinacion de 6°
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a 8° en el plano sagital, en el frontal y en otros planos verticales no provoca un

fracaso del disco lumbar. Sin embargo, después de eliminar los elementos

posteriores y con una inclinacion (flexion) de 15°, si que se produce este fallo.

inclinacion

Extension Flexién

Figura 14. Flexion y torsion sobre el disco

1.1.3.6 Comportamiento del disco frente a la torsion

Cuando el disco esta sometido a una torsién, surgen fuerzas de cizallamiento
que siguen el plano horizontal y el axial. Su magnitud varia en proporcion
directa a la distancia que las separa desde el eje de rotacion. En los planos
intermedios entre el horizontal y el axial existen otras combinaciones de

presiones. Farfan y cols. *

propusieron en 1973 la hipotesis de que la torsion
pueda ser la principal carga causante de lesién. Una construccion vértebra-
disco-vértebra (incluido los elementos posteriores) fue sometida a una presion
de torsidén en torno a un eje fijo que atravesaba la cara posterior del disco. Se
aplicé un momento dinamico y se recogieron datos hasta el momento de

producirse un fracaso. De este modo pudo observarse que las curvas

angulares del momento dinamico eran sigmoides, con tres fases distintas. En la
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primera podria producirse una deformacion de 0° a 3° por un pequefio
momento dinamico (por tanto, dentro de la zona neutra). En la intermedia, que
consta de una rotacion de 3° a 12°, habia una relacion lineal entre el momento
dinamico y la deformacion angular. En la ultima, por regla general hacian falta
unos 20° de rotacion para provocar su fracaso. El angulo en que esto tenia
lugar era un poco menor en los discos degenerados. Antes de consumarse su
fallo siempre se advirtieron sonidos secos de chasquidos procedentes de la
pieza, concluyendo que el momento dinamico medio para el fracaso era un 25°

mayor en los discos normales que en los anormales.

1.1.3.7 Caracteristicas de cizallamiento del disco

El cizallamiento es la fuerza que actua en el plano horizontal, que es
perpendicular al eje mayor de la columna. Genera fuerzas de corte cuya
magnitud es mas o menos equivalente por todo el anillo y siguen un trayecto
paralelo a la fuerza de cizallamiento aplicada. Se observo que la rigidez de
cizallamiento en el plano horizontal (en direccion anteroposterior y lateral) era
aproximadamente de 260N/mm. Este valor es elevado y tiene importancia
clinica, pues pone de manifiesto, que hace falta aplicar una gran fuerza para
producir un desplazamiento horizontal anémalo en una unidad normal del disco
intervertebral. Esto significa, que resulta relativamente raro el fracaso clinico
del anillo unicamente debido a la presidn de cizallamiento pura. Cuando
aparece el signo clinico de la rotura anular quiere decir que hay muchas mas
probabilidades de que el disco haya fallado por una combinacién de inclinacion,

torsion y tension.
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1.1.3.8 Propiedades de fluencia y relajacion del disco

El disco intervertebral presenta las cualidades de fluencia y relajacion, Kazarian
1] realizo pruebas de fluencia sobre unidades vertebrales funcionales (UVF) y
clasifico en cuatro grados los discos de las piezas analizadas, de 0 a 3, segun
la gravedad de su degeneracion. Observd una relacion, entre las
caracteristicas de fluencia y el grado correspondiente del disco. Los discos sin
degenerar (grado 0), cambian con lentitud y alcanzan su situacion de
deformacion final, pasado un tiempo considerable en comparacion con los ya
degenerados (grados 2 y 3). La curva del grado O, resulta propia de una
estructura mas viscoelastica que las curvas de grados 2 y 3. Por tanto, el
proceso degenerativo reduce la viscoelasticidad del disco. Esto quiere decir
que, segun avanza la degeneracion, el disco pierde su capacidad para atenuar

los impactos y repartir las presiones por el platillo vertebral en su integridad.

1.1.3.9 Propiedades de histéresis del disco

Todas las estructuras viscoelasticas, incluido el disco y la unidad vertebral
funcional, manifiestan una histéresis. Este es un fendbmeno que provoca una
disminucién de la energia cuando la estructura se ve sometida a ciclos
repetidos de carga y descarga. La histéresis parece variar con el peso aplicado
y con la edad del disco, asi como con su altura en la columna, cuanto mas
grande sea la carga, mayor sera la histéresis. Es mas acusada en las personas
muy jévenes y menos en las de media edad. Virgin *® observo que los discos

toracicos inferiores y lumbares superiores, mostraban menos histéresis que los
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lumbares inferiores y que esta propiedad disminuia, cuando el mismo disco

recibia una carga por segunda vez.

1.1.3.10 Tolerancia a la fatiga del disco

Una carga breve ocasiona un dafio estructural irreparable en el disco
intervertebral, cuando genera una presién sobre un punto dado, de valor
superior a la presion maxima de fracaso. El mecanismo por el que se produce
cualquier fallo, durante la aplicacion prolongada de una carga, cuya magnitud
sea relativamente pequena, no tiene nada que ver y se debe a un fracaso por
fatiga. En un lugar sometido a una presién tedrica relativamente alta (pero
mucho menor, que la presién maxima de rotura o incluso que su limite elastico)
aparece un desgarro y con el tiempo, crece y desemboca en un fallo completo

del disco (Figura 15).

Médula espinal Raiz nerviosa

Figura 15. Disco sano y hernia discal
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1.2 Morfologia de la degeneracién discal

La degeneracion del disco esta caracterizada, por una alteracion estructural. La
cantidad de agua y la altura del disco disminuyen. La carga, continua sobre el
anillo fibroso aumenta el indice de fisuras, lo cual debilita su resistencia
mecanica. Esto puede causar una protrusion del disco en el canal vertebral y la
compresién de las raices nerviosas (Figura 16). La pérdida de altura del disco
hace aumentar la carga en las carillas articulares y acelera los cambios

relacionados con la degeneracion, estableciéndose un circulo vicioso.
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Figura 16. Evolucion de la degeneracion discal hasta la hernia
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1.2.1 El disco normal a nivel celular

El disco, basicamente consta de una matriz de fibras de colageno inmersa en
un gel de agua y proteoglicanos, sin embargo, su composicion molecular y la
organizacion de la matriz cambia segun la zona, asi en el anillo fibroso la
disposicion de sus fibras es conceéntrica, con alto contenido en colageno,
alrededor de un nucleo pulposo mas hidratado con abundancia de

proteoglicanos.

La celularidad de la matriz es escasa (5500 células/mm?), siendo los
condrocitos vitales para mantener y conservar esta matriz, abundando mas en
las zonas mas vascularizadas, platillos vertebrales y periferia. Aunque no estan
caracterizadas por completo todas las células del disco, existen diferentes
tipos, capaces de cultivarse y producir varios grupos de proteinas de matriz

extracelular.

Existe diferencia, al igual que en su origen embrionario, entre las células del
anillo fibroso y nucleo pulposo, las células del NP proceden de la notocorda, y
su desaparicién se produce en el hombre entre los 4 y 10 afios, quedando
células parecidas a condrocitos redondeados, con capsula y prolongaciones
hacia la matriz. Las células del anillo también son redondeadas, con unas
prolongaciones mas largas y delgadas que es extienden a lo largo de las fibras

de colageno (Figura 17).
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Figura 17. Disco intervertebral al microscopio optico
NP: Nucleo Pulposo

AN: Anillo Fibroso

EP: Endplate (platillo vertebral)

1.2.2 Las moléculas que constituyen la matriz del disco

La composicidn quimica de los disco es compleja, al igual que la del cartilago
articular, son compuestos que interaccionan entre si y modifican, las
propiedades mecanicas y la fisiologia del disco, pudiendo interaccionar las
células con la matriz a través de integrinas y recibir alteraciones de la
configuracion o deformacion de la matriz (traduccidon mecanica) y modificar la
biosintesis de enzimas oportunas, degenerativas o constituyentes de matriz.
Asi en la mayoria de los discos degenerados, aparecen fendémenos de
fragmentacion y degradacion de la matriz consecuencia de esta

descomposicidon enzimatica.
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1.2.2.1 Agrecano y otros proteoglicanos

El agrecano (Figura 18), es el proteoglicano (PGC) mas abundante en el disco,
en los sanos y jovenes constituye el 70% del peso en seco del NP y el 25% del
AF, es el responsable de atraer y retener el agua en el interior de la matriz
extracelular. Los proteoglicanos son una gran familia de glicoproteinas con un
nucleo proteico (en el disco, el agrecano) al que se encuentra unido por un
enlace covalente el polisacarido o glicosaminaglicano, con carga muy negativa
atrayendo a los cationes. Asi, en la matriz del disco, se genera una gran
tension ionica o presion de turgencia capacitando a la matriz a oponerse a la
compresion. Varias moléculas de agrecano, recién sintetizadas se unen sobre
una cadena del hialuronano a través de la region globular (G1) del nucleo
proteico, para formar “agregados”, quedando este enorme conglomerado

sellado en la red fibrosa de colageno que le rodea.
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Figura 18. Molécula de agrecano
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En la degeneracion discal, el hallazgo bioquimico principal es la pérdida de
proteoglicanos. Las moléculas de agrecano son degradadas por la accién de
enzimas, metaloproteinasas de matriz (MMP) y agrecanasa, sus pequefos
residuos se filtran desde los tejidos, por tanto, la pérdida de
glucosaminoglicanos (GAG), implicara un descenso de la hidratacién. Sin
embargo hasta las células de los discos degenerados conservan la facultad de

sintetizar moléculas de agrecano.

En el disco, también se encuentran otros pequefos PGCs, que cuentan solo
con una o dos cadenas de GAG, a diferencia de las 100 o mas del agrecano y
no dan lugar agregados. Entre ellos la decorita, biglucano, fiboromodulina y
lumicano, con un papel mas modulador sobre la fibrilogénesis de colageno o
conservacion de los factores de crecimiento en el seno de la matriz, que
estructural, como era el del agrecano. Estos PGCs, también se ven afectados
con la degeneracion del disco, aumentando al comenzar el proceso
degenerativo en el anillo fibroso y descendiendo drasticamente cuando
aumenta la degeneracion, detectandose también la presencia de su forma

degradada.

1.2.2.2 Colagenos

El colageno es el componente fibrilar de la matriz mixta del disco (Figura 19).
La mayor parte en el NP es de tipo Il, mientras que en el AF es de tipo I, asi
engloban el 80% del colageno total, también existen tipo I, 1V, IX, X, XI, XII,

XIV, sin tener clara su funcion, parece que algunos podrian influir en la
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formacion de las fibrillas de colageno. Parte de estos, estan colocalizados y
dan lugar a fibrillas complejas, el tipo XI parece generar un nucleo para
ensamblar las fibras tipo Il y el tipo IX es superficial, creando enlaces cruzados
entre las fibrillas adyacentes. El tipo Ill y VI estan mas relacionados con las

células.

Aunque el colageno cambia con la degeneracion, los cambios no son tan
evidentes como con los PGC, su cantidad absoluta varia poco, pueden
observarse cambios en la distribucion de los colagenos secundarios vy
detectarse un aumentando en el grado de desnaturalizacién enzimatica del
colageno tipo Il, durante la degeneracion. Sin embargo, los estudios realizados
sobre los enlaces cruzados de colageno indican que, una vez mas y al igual
que en el caso de los proteoglicanos, es posible, sintetizar nuevas moléculas
de colageno, al menos durante una fase incipiente de la degeneracion discal,

tal vez en un intento de reparar el disco.

Anilo
fibroso

Protenglicano

Placa basal
de cartilago,

Colageno

Aqua
55%

Figura 19. Proporcion relativa de los componentes principales del disco y
platillo del adulto
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1.2.3 Degeneracion discal

El DIV es el tejido mas precoz del organismo en mostrar cambios
degenerativos, desde el nacimiento, se va perdiendo la interfaz entre NP y AF,
el nucleo cambia su aspecto de gel, volviéendose mas fibroso y perdiendo
componentes higroscépicos de la matriz, deshidratdndose. La traduccion
estructural supone pérdida de altura, fisuras, grietas y desorden en las bandas
concéntricas que recorren el AF, todo ello permite tipificar la degeneracion
discal. Este proceso es mas frecuente en la columna lumbar y esta asociado a
dolor. Con la degeneracion, aumenta la cantidad de nervios y vasos en zonas
mas centrales, quedando esta zona restringida a la periferia en el disco sano y
joven. También aumenta la celularidad, con mayor produccion de agrecanos
sobre todo en NP, aumenta la necrosis y la apoptosis, Trout y cols. *"! afirman

que mas del 50% de las células del disco adulto estan necrosadas.

Los cambios morfolégicos vinculados a la degeneracion, han sido analizados

por Boos y cols. *2

que pusieron de manifiesto cambios, incluso en discos de
pacientes de 2 afios de edad, consistentes en la formacion muy tenue de
hendiduras y en cambios granulares a nivel nuclear. Por lo tanto hay una clara
asociacion entre edad y cambio morfolégico, con un aumento de muerte

celular, proliferacién, degeneracion mucosa, cambios granulares y desgarros

conceéntricos.

No existe consenso en cuanto a definicidn, evaluacion, diagndstico o

tratamiento de la enfermedad degenerativa discal. Si la degeneracion discal,
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debe considerarse como una enfermedad, es un tema de debate, puesto que la
degeneracion es un proceso normal, que habitualmente no produce sintomas
clinicos significativos. Aunque los cambios degenerativos apreciados por
resonancia magnética (RM), aumentan con la edad, no se corresponden
estrechamente con la presencia o progresion de una Ilumbalgia. Una
disminucién de la intensidad de seinal, en imagenes de RM ponderadas en T2
(Figura 20), que refleja la pérdida de hidratacion del nucleo pulposo, es el
hallazgo degenerativo que mejor se correlaciona con el envejecimiento del

disco.

Figura 20. Disminucion de la intensidad de sefial, imagenes de RM
ponderadas en T2

Sin embargo, estos cambios no permiten distinguir los discos degenerativos
sintomaticos de los asintomaticos entre si. Algunos autores, han sugerido, el
uso del término degeneracion discal sintomatica, en lugar de enfermedad
degenerativa discal, para describir los sintomas clinicos sustanciales que

parecen ser el resultado de la degeneracion del disco intervertebral.
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Claramente, es necesario algo mas, que la simple deshidratacion del disco
para producir dolor de origen discal. Un hallazgo patoldgico, que puede ser
significativo, es que existe un crecimiento interno de vasos sanguineos y
terminaciones nerviosas en las fisuras anulares de grosor total. En un disco
normal, solamente 1 o 2 mm externos de la superficie anular estan inervados y
la regidbn mas interna del disco carece de inervacion. En algunos discos
degenerativos, sobre roturas anulares, se han encontrado fibras nerviosas con
un receptor de sustancias nociceptivas, como son la sustancia P y el péptido
relacionado con el gen de la calcitonina (Figura 21). Estas estructuras

nerviosas pueden tener un papel en la produccion de sintomas discogenos.

PLATILLO CARTILAGINOSO
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Figura 21. Plexo vasculonervioso discal

Desafortunadamente, la capacidad del clinico para evaluar, de forma objetiva

un disco doloroso, es limitada. La discografia, que esta ampliamente utilizada
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para establecer un disco determinado como origen de dolor, presenta
limitaciones bien establecidas (Figura 22). Son necesarias mejores pruebas
diagndsticas para guiar la evaluacidon de los pacientes afectos de una
degeneracion discal sintomatica y el desarrollo de nuevas formas de

tratamiento.

Discograma

(colorante inyectado en
el disco): la distribucion
del colorante y del dolor
durante la inyeccion
puede dar informacion
sobre el dolor
discogénico.

Las radiografias normales de la columna vertebral
delimitan las estructuras 6seas

1. Cuerpo vertebral, 2. Placas terminales, 3. Pediculos,
4. Apdfisis articular superior, 5. Apdfisis articular inferior,
6. Lamina, 7. Apdfisis espinosa, 8. Apdfisis transversa

Figura 22. Discografia

Multiples autores sugieren que esta indicado un estudio radiolégico en un
paciente con radiculopatia cuando: 1) existen verdaderos sintomas radiculares;
2) existen evidencias objetivas de irritacion de la raiz nerviosa en la exploracion
fisica (p.ej., Lasségue / Spurling +) y el paciente no ha respondido al
“tratamiento conservador” de 4-6 semanas de duracion. La realizacion mas
precoz de estudios radiologicos puede ser adecuada, si las caracteristicas
clinicas llevan a sospechar un proceso maligno o infeccioso, o si los hallazgos
neurolégicos empeoran durante la observacion. Estas recomendaciones se
basan en varios estudios sobre el tratamiento no quirurgico exitoso de la

radiculopatia. Por tanto, los estudios radiolégicos (Figura 23) se recomiendan
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soélo, para la minoria de pacientes con signos o sintomas persistentes, que se
consideran candidatos quirargicos o en los que persisten dudas sobre el

diagnéstico.

Independientemente de las diversas teorias propuestas para explicar su causa,
la degeneracion del disco intervertebral, inicia una compleja cascada de
cambios morfologicos y biomecanicos, que acaban produciendo una o una
combinacion de cuatro alteraciones morfolégicas: degeneracién del disco con

su secuela, estenosis vertebral, artrosis de la articulacién interapofisaria,

inestabilidad y mala alineacion.

Figura 23. Disminucién de los espacios intervertebrales, proceso degenerativo
A: Rx lateral

B: TAC reconstruccién sagital

C: RM sagital en T2
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La resonancia magnética, es una herramienta diagndstica valiosa en la
evaluacion de la arquitectura interna del disco, dada su sensibilidad inherente
con contraste, permite la determinaciéon de la densidad protonica del disco,
indicativa del estado de hidratacion y también puede identificar, la presencia de
desgarros anulares. La RM, no soélo pone de manifiesto alteraciones
morfolégicas, sino que también aportan informacion sobre los cambios
bioquimicos en el disco en degeneracion. Con el envejecimiento y la
degeneracion, se produce un estrechamiento gradual del disco, con pérdida de
la intensidad de sefal intradiscal, alta en condiciones normales, en las
imagenes potenciadas en T2. Este ultimo cambio, se considera secundario a
cambios en la composicion de proteoglicanos dentro del disco, mas que a
cambios absolutos en el contenido en agua. Al progresar la degeneracion, se
pueden desarrollar pequenas fisuras rellenas de liquido o roturas que se

manifiestan, como areas intradiscales de alta sefal lineal en T2.

Las fisuras (o desgarros) del anillo fibroso, también se visualizan en la RM,
donde parecen captar contraste, posiblemente como consecuencia del
crecimiento del tejido de granulacién dentro de la fisura, durante su curacion.
Se han descrito tres tipos de fisuras anulares, segun la orientacidn respecto a
las fibras anulares concéntricas, siendo las mas frecuentes las radiales. La
elevada frecuencia de fisuras anulares, asociadas a grandes protusiones
discales, pone en duda el concepto de que el anillo fibroso esta intacto en los
discos que protruyen, pero que se rompe en los discos herniados. Se ha
sugerido, pero de ningun modo se ha confirmado, que la zona de intensidad

elevada, esta asociada a una raquialgia axial de origen discégeno, por tanto se
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desconoce la importancia clinica de las fisuras anulares. La fisura, ruptura del
anulus o lesién HIZ (High Intensity Zone), son disrupciones de las fibras o de su
insercidon vertebral, que se identifica como un area focal de aumento de la

sefial en T2 (Figura 24).

Figura 24. Fisura anular. Lesion HIZ

También pueden aparecer gas (nitrégeno) y calcificaciones dentro del disco en

degeneracion, lo que se conoce como fenédmeno de vacio (Figura 25).

Figura 25. Presencia de aire dentro de los discos, por proceso degenerativo
A: Rx lateral

B: TAC reconstruccion sagital

C: RM sagital en T1
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Ademas de estos cambios observados dentro del disco en degeneracion, son
frecuentes alteraciones en la seial de la médula 6sea vertebral, adyacente a
disco. Los cambios en la médula 6sea del platillo vertebral, que se asocian a
discopatia degenerativa, son los cambios Modic **' y se clasifican en 3 tipos: el
tipo | se manifiestan como una sefial medular disminuida paralela al platillo
vertebral (o los platillos) en las RM potenciadas en T1 y un aumento de la sefial
en T2. Estos cambios indican la sustitucion de la médula grasa normal por
meédula fibrovascular, que tiene mas contenido en agua (Figura 26). Los
cambios de tipo Il del platillo vertebral, son ligeramente mas frecuentes que los
de tipo | y muestran un aumento de la sefal en T1 y una sefal isointensa o
levemente aumentada en T2. A nivel histologico estos cambios se asocian a la
conversion de la médula 6sea hematopoyética roja, en médula grasa amarilla

como resultado de isquemia 6sea (Figura 27).

Figura 26. Cambios Modic tipo |. Imagenes hipointensa en T1 (T1WI) e
hiperintensa en T2 (T2WI)
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Figura 27. Cambios Modic tipo Il. Imagen hiperintensa en T1 e isointensa o
ligeramente hiperintensa en T2

A menudo estos dos tipos de cambio, aparecen combinados al mismo nivel o
en niveles distintos. Los cambios de tipo Il del platillo vertebral corresponden a
una menor seial medular en T1 y T2, hallazgo que se correlaciona, con la
esclerosis del platillo visualizada en la radiografia (Figura 28), la ausencia de
cambios Modic, una apariencia anatdmica normal, a menudo ha sido

designada tipo 0 4,

Figura 28. Cambios Modic Tipo lll, hipointensa tantoen T1y T2
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En pacientes sin compresion de una raiz nerviosa, el dolor espalda, puede ser
secundario, como hemos mencionado, a la irritacion de las terminaciones
nerviosas en el platillo periférico, por tejido cicatricial dentro de una fisura
anular o por herniacion de un disco. Esto se denomina “dolor discogénico”,
aunque este término se utiliza a menudo para dotar de importancia clinica a
estas lesiones, es evidente que muchos pacientes asintomaticos también

sufren fisuras anulares.

Ademas, la enfermedad degenerativa del disco, se puede observar con una
resonancia magnética en el 25% de los individuos asintomaticos menores de
40 anos y el 60% de las personas de edad superior a 40 afios. A nivel cervical,
una hernia de disco se puede detectar por imagenes de resonancia magnética
solo en el 2% de los individuos asintomaticos, disminuyendo claramente el

ndmero de falsos positivos en RM ¥,

No existe un sistema de clasificacion, aceptado de forma universal, para
describir la enfermedad degenerativa de los discos. Se han aceptado unas
recomendaciones sobre nomenclatura discal, que afectan a la comunidades

ortopédica, neuroquirurgica y radiologica.

1.2.3.1 Anatomia patologica

Como hemos observado, los hallazgos macroscopicos que caracterizan la

degeneracion discal incluyen, la formacién de desgarros en el anillo fibroso,

progresivo desgaste y deshidratacidon del nucleo pulposo, con pérdida,
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finalmente, de la diferenciacién entre el nucleo y anillo. Estas alteraciones

patoldgicas, determinan cambios sustanciales en el funcionamiento discal.

Hace mas de venticinco afos, se presentd el concepto de una cascada de
degeneracion de un segmento de movimiento de la columna, invocando el
desgaste progresivo del disco intervertebral y las carillas articulares. Se puso
énfasis en la interdependencia, del disco intervertebral y las carillas articulares
en la funcién normal de la columna y se descubrio, la manera en que la
alteracion o la lesién de cualquiera de estas articulaciones, conducen a la
aparicion de fuerzas anormales y a la afectacion de las otras. Aunque
perspicaz, este algoritmo era mecanicista y solamente destacaba las
alteraciones biomecanicas asociadas a la degeneracion del segmento de
movimiento. Con el paso de las décadas, la investigacion ha revelado, que la
degeneracion de la columna vertebral implica una compleja relacion, entre
acontecimientos biolégicos y biomecanicos que estan genéticamente

predispuestos y modulados por influencias ambientales.

Existen numerosas fuentes de dolor de la columna, pero el disco intervertebral
es la estructura mas frecuentemente implicada. Innumerables técnicas
diagnosticas (incluida la discografia) e intervenciones terapéuticas estan
orientadas al disco. La mayoria de los tratamientos de los denominados “discos
dolorosos” han mostrado, no obstante, resultados clinicos inconsistentes, lo
que probablemente refleja un abordaje relativamente no sofisticado, para el
conocimiento del dolor de la columna vertebral. Los datos recientes, que

apoyan la idea de un dolor mediado por la articulacion de las carillas
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(cigapofisaria), proceden de estudios en pacientes afectos de lesiones por

latigazo cervical.

Diversos autores han evaluado el dolor de la articulacion cigapofisaria cervical
tras un latigazo en un estudio diagnostico doble ciego sobre anestésicos
locales controlados con placebo. En una evaluacion de 68 pacientes que
referian predominantemente cervicalgia y cefaleas tras una lesién por latigazo
cervical, los autores observaron que en los pacientes que presentan una
predominio de la cefalea, los bloqueos anestésicos comparativos revelaron que
la prevalencia del dolor de la articulacion cigapofisaria C2-C3 era del 50%. En
conjunto, la prevalencia del dolor de la articulacion cigapofisaria fue del 60%
(intervalo de confianza del 95%, de 46 a 73%). Estos estudios apoyan aun
mas, la compleja interrelacion del disco intervertebral, las articulaciones de las

carillas y la patologia de la columna vertebral ¢!,

El conocimiento sobre degeneracién vertebral ha avanzado a medida que se
ha hecho evidente que la cascada degenerativa implica la relacién de factores
tanto biologicos como biomecanicos. Los sucesos bioquimicos son importantes
en la patogenia del proceso degenerativo, asi como en las vias de sefalizacion
del dolor, responsables de los hallazgos clinicos en esta patologia. A medida
que los procesos biolégicos de la degeneracion vertebral sean mejor
conocidos, nuevos tratamientos menos invasivos y no ablativos disefiados para
restaurar el disco y el funcionamiento de las carillas se convertiran en una

realidad.
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1.2.3.2 Degeneracion de la matriz desde el punto de vista enzimatico

Aparece fragmentacion en la mayoria de los componentes estructurales, como
el colageno, proteoglicano y fibronectina, por varias familias enzimaticas que
degradan esta matriz. En los discos hay catepsinas D y L y MMPs (MMP 1, 2,
3, 7, 8, 9 y 13) producidas por células del disco y por vasos sanguineos
penetrantes, aumentando su concentracion en disco degenerado, lo que no
ocurre con las agrecanasas. Las catepsinas, que desarrollan su maxima
actividad en entornos de acidez, se inactiva si el pH superior a 7,2, sin
embargo las MMP y agrecanasas actuan mejor a pH neutro. En el disco no
degenerado, como ya se ha mencionado, estas enzimas participan en el

recambio normal de la matriz.

1.2.3.3 Biomecanica del disco degenerativo

La distribucion de tensiones, a través del disco intervertebral y el platillo
epifisario depende del grado de degeneracion discal (Figura 29). Bajo una
carga pura compresiva y excentrica, el disco intervertebral sano demuestra una
distribucion de tensiones uniforme a través de toda la zona del platillo. Los
discos afectos de una degeneracion grave, demuestran la misma forma
uniforme de distribucion de las tensiones bajo una carga compresiva, pero la

distribucion de la tensién no es uniforme cuando la carga es excéntrica 71,
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Figura 29. Distribucion de la carga en el disco degenerado

Se ha visto, que la asimetria de la distribucion de la tension en los discos
degenerativos aumenta tanto con el angulo de inclinacion como con el grado
de degeneracion. La distribucion de la tension asimétrica presumiblemente se
debe a la relativamente sdlida naturaleza del disco degenerado y a su
incapacidad para configurar cargas excéntricas. A medida que avanza la
degeneracion, resulta que la proporcion de transmision de la carga cambia
hacia los elementos posteriores, o que ha sido demostrado por diversos
investigadores que han medido indirectamente las fuerzas de las carillas
mediante el uso de una celdilla de carga intervertebral para medir la carga
transferida a través del disco. El modelo predijo, un incremento significativo en

la carga de las carillas en los segmentos con discos degenerados % Este
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incremento fue mas prominente a medida que la excentricidad de la carga

compresiva aplicada, aumentaba posteriormente.

La secuencia biomecanica de la degeneracién discal, que conlleva un soporte
de la carga por parte de los elementos posteriores puede ser, de hecho, lo que
se observa clinicamente, que la degeneracion discal tipicamente precede a la
artrosis de las carillas. Clinicamente, una degeneracion discal inicial o de grado
medio, crea una ligera inestabilidad en la columna y por tanto, aumenta la
amplitud de movimiento. La relacion entre el disco intervertebral geométrico y
las propiedades materiales, asi como la competencia de las articulaciones de
las carillas, son importantes para definir la estabilidad del segmento de

movimiento implicado.

Los estudios biomecanicos sugieren que los cambios en la estabilidad del disco
intervertebral son muy complejos. A medida que avanza la degeneracion, el
segmento de movimiento se hace finalmente menos mdévil. Sin embargo, el
movimiento restante puede ser doloroso. Por ello, el dolor de espalda asociado
con una degeneracion discal, puede estar relacionado con un incremento del

movimiento patoldgico a pesar de la disminucion del movimiento.

Durante décadas, los investigadores han intentado definir una relacion entre
estas alteraciones morfologicas, biomecanicas del disco intervertebral vy
sindromes clinicos especificos. En la actualidad, la disfuncion discal asociada a
una raquialgia axial, que da lugar al denominado trastorno discal interno, esta

siendo motivo de considerable atencién “9.
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1.2.3.4. Alteraciones morfoloégicas asociadas a la degeneracion del disco

intervertebral

Al degenerarse, el disco intervertebral pierde contenido de agua vy
proteoglicanos. El resultado anatomico es una disminucién de la altura del
disco intervertebral, lo que determina una disminucion de la dimension
craneocaudal del agujero de conjuncion (Figura 30). Un estudio anatomico
public6 que una altura del disco posterior inferior a 4 mm o una altura del
agujero de conjuncion menor de 15 mm se correlacionaba con una

comprension sintomatica de la raiz nerviosa °%.

Figura 30. Estenosis foraminal

La disminucion de la altura del disco ademas, ocasiona una pérdida de tension

del ligamento flavum o amarillo que determina un abombamiento de este
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ligamento dentro del canal raquideo. Una disminucion de la tension dentro del
anillo fibroso posterior también contribuye a la protrusion del disco dentro del

canal.

La progresion de la degeneracién discal puede conllevar la aparicion de
desgarros y fisuras anulares. La propagacion de estas fisuras hacia la periferia,
se ha involucrado en la etiologia de las hernias discales y el dolor de espalda
de origen discal. Se han descrito tres tipos de desgarros anulares: los
desgarros radiales, que se localizan principalmente en el anillo fibroso
posterior, son los que se asocian con mayor frecuencia a la degeneracion
discal. Los desgarros circunferenciales, pueden ser secundarios a fuerzas de
cizallamiento interlaminar y se observan principalmente en discos mas
envejecidos. Y los desgarros del borde periférico, se localizan habitualmente en

la parte anterior y pueden asociarse a un traumatismo.

Un estudio reciente que utilizé6 un modelo de dinamica de fluidos y un analisis
de elementos finitos demostrd, que una disminucion de la presion osmaotica
realmente, puede aumentar la abertura de pequefas roturas y fisuras en el
anillo. Estas tensiones en areas dafiadas pueden progresar como una falla
propagando tensiones interlaminares, provocando delaminacion 'y

agrietamiento de la matriz en estas zonas del AF ',
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1.2.4 Degeneracion de la articulacion de las carillas

Se han llevado a cabo estudios biomecanicos y de imagen, en segmentos de
movimiento procedentes de cadaveres humanos para determinar el efecto de
la degeneracion discal y la artrosis de la articulacion de las carillas sobre la

flexibilidad de la columna lumbar “8.

Estos autores observaron que la
degeneracion discal afectaba principalmente a la rotacidon axial de la
articulacion. La degeneracion del cartilago de las carillas, especialmente el
adelgazamiento del cartilago, provoca una laxitud del ligamento capsular que
puede ocasionar una movilidad anormal o una hipermovilidad de la articulacion
de las carillas y este adelgazamiento del cartilago de la carilla, se

correlacionaba de forma lineal y significativa con la degeneracion discal en

cadaveres varones.

Se han realizado facetectomias en la columna lumbar de conejos blancos
inmaduros para crear un modelo degenerativo mediado por las carillas. Se
resecaron carillas articulares inferiores de un lado en el nivel adyacente. A los
9-12 meses los discos mostraron un adelgazamiento del anillo fibroso posterior,
hendiduras circunferenciales en la periferia del anillo fibroso y un aumento del
area y una disminucion de la organizacién del nucleo pulposo. Los autores
concluyeron que la articulacion de las carillas protegen el disco intervertebral

de las tensiones rotacionales .

Es incuestionable que el complejo de la articulacion de las carillas presenta un

papel importante en la estabilizacion de la unidad del segmento raquideo.
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A medida que progresa la enfermedad discal se aplica una mayor tension
sobre la parte posterior, lo que acelera la artrosis de las carillas. La artrosis de
la articulacion de las carillas resultante probablemente cambia la movilidad del
segmento raquideo lo que alterara las fuerzas mecanicas que actuan sobre el
disco intervertebral, haciendo de este un proceso con implicacién bidireccional

entre disco y carillas.

1.3 Etiologia de la degeneracion discal

La degeneracion discal es una entidad dificil de estudiar soélo por la clinica.
Hasta la llegada de la RM, su diagndstico contaba con las herramientas de la
mielografia, los signos, sintomas clinicos y la exploracion radiografica de los
pacientes con dolor de espalda. La informacion detallada concerniente a la
cascada de los cambios sucedidos en la estructura y la matriz del disco s6lo
podia obtenerse a partir de su estudio después de extraerlos en las autopsias.
El examen mediante la RM ha mejorado los conocimientos clinicos sobre la
degeneracion y ha permitido la determinacién de los cambios estructurales,
como los desgarros anulares, los efectos en el platillo vertebral, los osteofitos,
la degeneracion de la articulacion interapofisaria o la disminucion de la senal y
de la altura del disco. Sin embargo, esta técnica ha resultado menos
satisfactoria para identificar las variaciones bioquimicas cuantitativas. Las
modificaciones en la intensidad de la sefial parecen una respuesta compleja
frente a los cambios de composicidn y de organizacion estructural. No
obstante, la pérdida de la sehal ha ofrecido unos resultados satisfactorios al

rastrear las alteraciones diarias en la hidratacion de las personas.
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Se han concebido esquemas de RM para clasificar la degeneracién discal [531

que siguen unas pautas analogas a las empleadas en el analisis morfologico.
Dicha informacion ha permitido analizar la asociacion entre el dolor de espalda
y diversos cambios anatomopatoldgicos especificos, pero aun es escasa la
vinculacion entre este sintoma y ciertos rasgos como los desgarros anulares o

los defectos en el platillo vertebral.

La etologia de la degeneracion discal también plantea problemas de estudio,
en parte debido a que no existe ningun buen modelo animal al respecto. Los
discos de los animales tradicionales de laboratorio como los roedores difieren
de los humanos en aspectos importantes. En particular, tanto en los roedores
como en muchos otros mamiferos, el nucleo pulposo esta poblado por células
de la notocorda durante toda la vida adulta, mientras que en el hombre estas
células van desapareciendo pasada la lactancia. El estudio de la degeneracion
en animales con una poblacién celular diferente a los hombres adultos tiene un
valor limitado. Ademas, la frontera entre el hueso y el disco es distinta en el
hombre de la que existe en la mayoria de los animales. En el hombre, la lamina
cartilaginosa del platillo vertebral actia como un cartilago de crecimiento para
el cuerpo de la vértebra, mientras que en gran parte de los animales las
vértebras disponen de dos cartilagos de crecimiento en el interior de su propio
cuerpo y la lamina cartilaginosa del platillo vertebral siendo una capa mucho
mas delgada que la existente en el hombre. Por tanto, aunque el estudio de los
animales afectados por la degeneraciéon espontanea y los modelos de
degeneracion por lesion ha aportado ciertos conocimientos sobre los procesos

degenerativos, la mayor parte de la informacion recopilada sobre la etiologia de
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la degeneracién discal ha procedido de las investigaciones realizadas en el

hombre.

En todos los tejidos, el equilibrio entre la sintesis y la degradacion de las
macromoléculas de la matriz es crucial para la homeostasis tisular. El proceso
degenerativo predomina, cuando la sintesis de macromoléculas esta
disminuida o la tasa de degradacion de productos aumenta. La degeneracion
discal es una de las primeras formas de degradacién tisular observada en el
cuerpo humano, puesto que los signos iniciales estan presentes a menudo en
la segunda década de la vida. Sin embargo, el inicio y la velocidad del proceso

degenerativo varian notablemente entre individuos.

Uno de los primeros cambios producidos en el disco es la pérdida de las
células notocordales grandes, que son abundantes en la infancia pero que
practicamente estan ausentes en la edad adulta. Se cree que este cambio es la
piedra angular o quiza el inicio de determinados aspectos de la degeneracion
tisular. Se ha demostrado que factores solubles del las células de la notocorda,
disminuyen la expresion de genes de mediadores inflamatorios en el AF y este
hallazgo sugiere que la desaparicion de las células de la notocorda puede

eliminar un estimulo necesario para la salud del disco *.

La poblacion celular del nucleo pulposo cambia espectacularmente a lo largo
del tiempo. Se producen tanto necrosis como apoptosis celular (muerte celular
programada). La apoptosis de la célula discal, puede ser desencadenada por
numerosos estimulos, uno de los cuales es el sistema de ligandos Fas/Fas. La

muerte celular rapida se desencadena cuando una célula portadora de receptor
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Fas contacta con una célula portadora de un ligando-Fas. No se ha detectado
que el receptor Fas esté expresado en un disco normal en cantidades
importantes. Si se ha visto un incremento de expresion en los discos con el

aumento de edad, pero no con el grado de degeneracion !,

Después de una hernia discal, la apoptosis y el proceso inflamatorio del
organismo permiten la descomposicion y reabsorcion del fragmento del disco.
Sin embargo, no se ha establecido por completo el papel de la apoptosis en la
degeneracion discal. Si se han identificado las dos vias principales de la
apoptosis mediada por Fas, las células de tipo | llevan el receptor Fas en su
membrana celular y las células de tipo Il llevan el receptor Fas
intracelularmente, a nivel mitocondrial. Un estudio reciente, ha sugerido que las

células de tipo |l predominan en los fragmentos discales humanos °°.

Diversos factores de crecimiento pueden ejercer un efecto protector,
disminuyendo la apoptosis dentro del disco. Algunos investigadores se han
centrado en la reduccién de la apoptosis, como método de tratamiento o para

prevencion de los cambios degenerativos en el disco 7.

Las citocinas inflamatorias y las proteinas catabdlicas también intervienen en el
proceso degenerativo. Las enzimas catabodlicas contribuyen al recambio de
macromoléculas como parte normal de la homeostasis tisular. Durante la
degeneracion discal, la expresion de los factores catabdlicos se vuelve
excesiva y conduce a la descomposicion del tejido. Se ha visto que las enzimas

discales, entre las que se encuentran la catepsina, la lisozima, la agrecanasa y
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diversas metaloproteinasas de matriz, participan en este proceso de

degeneracion.

El metabolismo discal, esta regulado por una gran cantidad de citocinas, entre
las que se incluyen interleuquinas, prostaglandinas y factor de necrosis
tumoral. Una compleja y mal conocida serie de procesos catabdlicos, parece
ser integral a la creacion de dolor que algunos pacientes experimentan durante
la degeneracion discal. La interleuquina 1, por ejemplo, disminuye la sintesis
de proteoglicanos y regula al alza la expresion de la estromolisina 1 y la
prostaglandina E2. La interleuquina 6, el factor de necrosis tumoral alfa y la
prostaglandina E2 también parecen intervenir en la produccién de dolor
discogeno. Las citocinas podrian ser utilizadas en el futuro como dianas de

tratamientos para disminuir el dolor relacionado con el disco vertebral.

Tanto los procesos enzimaticos como los no enzimaticos pueden provocar la
degeneracion de la matriz. En muchos pacientes las macromoléculas del disco
sb6lo son parcialmente degradadas y contienen agregados de proteinas de
matriz no funcionales (colagenos, proteoglicanos y fibronectinas). Algunos de
los péptidos parcialmente degradados, como los fragmentos de fibronectina,

son biolégicamente activos y capaces de estimular el proceso de degradacion.

La pérdida de proteoglicanos grandes sulfatados afecta estructuralmente al
disco pues disminuye su capacidad de contener agua, lo que conduce a una
pérdida de la altura discal. Con la degeneracion, la demarcacion clara entre el

nucleo pulposo y un anillo fibroso interno se pierde. La organizacion laminar
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normal del anillo fibroso externo se desorganiza y aparecen gruesas grietas o

fisuras en el tejido.

1.3.1 Genes y degeneracion discal

Durante la ultima década ha quedado demostrado que la degeneracion discal
presenta un potente componente genético. Dos estudios independientes con
gemelos descubrieron que su herencia superaba el 60%. La predisposicion
genética ha aparecido como el factor que tal vez sea mas importante para
conducir a una enfermedad degenerativa discal sintomatica. Con frecuencia se
ha detectado la degeneracién discal en numerosos miembros de una misma
familia ®®. Un estudio sobre gemelos idénticos (Figura 31) cuyos factores de
riesgo principales fueron opuestos mostraban unos patrones de degeneracion
discal muy parecidos y los efectos producidos por los factores ambientales,
como el trabajo intenso, el tabaco o la conduccién, eran menores en

comparacion con los de tipo genético 9.
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Figura 31. Influencia de los factores de riesgo de degeneracion discal en
gemelos ©°!
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Se han identificado ademas diversos polimorfismos génicos asociados a la
degeneracion discal. En varios estudios han podido observarse dos
polimorfismos en el gen para el receptor de la vitamina D que estan vinculados
con la degeneracion del disco y con su hernia. Pero estos trabajos que
observaron una conexion entre la degeneracion discal precoz y determinados
alelos del receptor de la vitamina D estan en continua revisidbn por la
comunidad cientifica a través de metaanalisis °?. No se conoce cudl es el
mecanismo por el que este polimorfismo participa en la degeneracion discal,
pero hasta hoy no parece estar relacionado con ninguna diferencia en la
densidad 6sea. Ademas, se ha comprobado que las personas con un
polimorfismo en el gen para el agrecano o en la region activadora del gen
MMP3 corren el peligro de sufrir una degeneracion temprana del disco ®'. En
estudios recientes, se han sugerido la importancia de otros factores genéticos,
especialmente en los que codifican los tipos de colageno IX y XI. Las variantes
alélicas en los genes COL9A2 colageno IX - (Trp2) y COL9A3 (Trp3) han sido
identificados como factores de riesgo genéticos para la enfermedad
degenerativa discal porque interfieren el entrecruzamiento (cross-linking) entre
los tipos de colageno Il, IX y Xl, lo que disminuye la estabilidad intervertebral
del disco. El colageno de tipo XI es un componente menor de las fibrillas de
colageno, pero también esta presente en el anillo fibroso y el nucleo pulposo de
los discos 2. Otros alelos, como el del gen de la interleuquina 6 se han

relacionado el dolor de origen discal y la ciatica 3.

A partir de estos estudios genéticos, queda patente que las mutaciones
producidas en diversas clases de genes distintos pueden desembocar en la

produccion de cambios en la morfologia de la matriz, la bioquimica del disco y
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su funcionamiento, que son representativos de la degeneracién discal. En
resumen, los resultados obtenidos con estos estudios genéticos apuntan hacia
la naturaleza multifactorial de la degeneracion discal e indican que, al menos
en algunos casos, las interacciones genes-medio ambiente, intervienen en este

proceso.

1.3.2 Vias ambientales para la degeneracion discal

Las células del disco que en el fondo son las responsables de sintetizar y
mantener su matriz, estan sometidas a numerosas sefiales ambientales
capaces de afectar a la biosintesis de esta estructura, su recambio y que
incluso pueden repercutir sobre la viabilidad celular. En la actualidad hay
muchos estudios que han demostrado que la renovacién de la matriz por parte
de las células del disco esta profundamente influida, por ejemplo, por las
sefales mecanicas como la presion, la pérdida de liquidos, el estiramiento, por
los niveles de oxigeno o el pH. La respuesta a tales sefiales ambientales, en
realidad, puede estar regida por la constitucién genética, pero algunas de ellas
parecen aplastantes. Por ejemplo, la pérdida del aporte de nutrientes tendra
caracter letal para todas las células, aunque su sensibilidad frente a ella esté
gobernada por el genotipo. Por tanto, los factores ambientales son capaces de
propiciar la degeneracion del disco al inhibir el metabolismo celular o incluso al

provocar la muerte de las células.
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1.3.3 Vias nutritivas

Se cree que una de las causas fundamentales de la degeneracion discal es el
fallo en el aporte de los nutrientes recibidos por las células del disco. Al igual
que todos los tipos celulares, las células del disco necesitan nutrientes como la
glucosa y el oxigeno para mantenerse vivas y activas. /n vivo, su actividad es
muy sensible al oxigeno y al pH extracelular. Asi la presencia de un pH acido y
de una concentracion baja de oxigeno provoca un descenso llamativo en la
velocidad de sintesis de la matriz. Y las células no sobreviven, tras una
exposicidon prolongada a un pH bajo, ni tampoco a unas concentraciones bajas
de glucosa. Por tanto, una disminucion en la llegada de nutrientes que
desemboque en la reduccion de la pO2 o el pH (a raiz de la elevacion en las
concentraciones de acido lactico, dado que el metabolismo celular es
esencialmente anaerobio), podria influir sobre la capacidad de las células
discales para sintetizar y mantener su matriz extracelular y a la larga
desencadenar la degeneracion del disco. El lactato aumenta la acidez del disco
a un nivel de pH de 7,2 a 6,9, pudiendo verse también estos niveles de pH tan
bajos de hasta 6,1 cuando el disco esta sometido a tension. No obstante, el
metabolismo celular 6ptimo requiere una presion de oxigeno baja, niveles de
diéxido de carbono elevados y un pH ligeramente acido, ademas de diversos

factores de crecimiento.

Sin embargo, el disco es grande, avascular y sus células dependen de los
vasos sanguineos situados en sus bordes para recibir los nutrientes y retirar los

desechos metabdlicos. EI camino que conduce desde el riego de la sangre
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hasta las células del nucleo es precario porque estas células estan irrigadas
practicamente del todo por unos capilares, originados en los cuerpos
vertebrales que traspasan la lamina subcondral y acaban justo por encima de
la lamina cartilaginosa del platillo vertebral. Puesto que el disco recibe
virtualmente todos sus nutrientes a través de la difusion, los cambios que se
producen en el platillo epifisario con el envejecimiento pueden afectar en gran
manera a la vitalidad de las células discales. Como se ha visto, el aporte de
nutrientes controla la densidad de las células del disco. Los nutrientes han de
difundirse hasta las células desde los capilares a través de esta lamina
cartilaginosa y de la densa matriz extracelular del nucleo, debiendo recorrer

unos 8 mm de distancia del lecho capilar.

El suministro de nutrientes hasta las células del nucleo puede estar perturbado
en diversos puntos. Los distintos factores que influyen sobre el riesgo
sanguineo que llega al cuerpo vertebral, como la ateroesclerosis, la anemia
drepanocitica y la enfermedad de Gaucher, parecen favorecer notablemente la
degeneracion del disco. El ejercicio prolongado o su falta ejerce efectos
negativos sobre el desplazamiento de los nutrientes hacia el disco y por tanto
sobre su concentracion en el tejido. No se conoce el mecanismo implicado,
pero se ha propuesto que el ejercicio tiene una repercusion sobre la
arquitectura del lecho capilar en la transicion disco-hueso. Por ultimo, incluso si
el riego sanguineo permanece integro, puede que los nutrientes no alcancen
las células discales si la lamina cartilaginosa se calcifica, por ejemplo, en los
discos escolidticos, donde se observa una calcificacion intensa del platillo

vertebral. Todos estos datos refuerzan la hipétesis de que la disminucion del
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aporte de nutrientes con el tiempo acabara llevando al disco a su

degeneracion.

1.3.4 Carga mecanica y lesion

Levantar cosas pesadas, las fuerzas de vibracién y las cargas de torsion
también se han considerado factores de riesgo. Sin embargo, los estudios
realizados no han conseguido demostrar una correlacion directa entre una
carga fisica pesada y la enfermedad degenerativa discal. Se cree que las

cargas mecanicas anormales abren un camino para la degeneracion del disco.

Durante muchas décadas, se ha supuesto que una causa fundamental detras
de los problemas de espalda es la produccién de una lesion, a menudo de
origen laboral, que da lugar a un dafio estructural. Se cree que tal lesion pone
en marcha una via que conduce a la degeneracion del disco y finalmente a la
aparicion de sintomas clinicos y del dolor de espalda. Los modelos con
animales han respaldado esta conclusidn. Aunque el ejercicio intenso no
parece influir negativamente sobre los discos justificando su respuesta a ciertas
pautas de carga prolongada, produciendo un aumento del contenido de
proteoglucanos, sin embargo la sobrecarga experimental o la lesion discal,
tienen la capacidad de incluir cambios degenerativos o incluso la muerte
celular. Un hecho que apoya el papel representado por las fuerzas mecanicas
anormales en la degeneracion del disco, procede del hallazgo de que los
niveles pertenecientes a los discos vecinos a un segmento artrodesado

degeneran a un ritmo anormalmente acelerado.
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Este modelo de lesion también esta verificado segun los numerosos estudios
epidemioldgicos que han descubierto una asociacién entre diversos factores
ambientales, la aparicion de una degeneracion y una hernia discal. Los
principales factores de riesgo para el dolor de espalda y la degeneracion son:
los trabajos fisicos intensos, las maniobras para efectuar un levantamiento, la
conduccion de camiones, la obesidad y el tabaco. Sin embargo, la incidencia
de los trastornos relacionados con la degeneracion discal ha seguido creciendo
pese a las iniciativas para evitar estos factores de riesgo. Durante la ultima
década, a medida que la RM ha perfeccionado las clasificaciones utilizadas
sobre la degeneracion discal queda claro que asi como el dolor de espalda
incapacitante posee unos vinculos con el oficio desempefiado, los aspectos de
tipo psicosocial y el cobro de subsidios, los factores ambientales, como la
conduccion o el trabajo intenso, ejercen una escasa influencia sobre el propio
patron de degeneracion discal. Esto contradice las suposiciones anteriores e
indica la endeble conexion existente entre la degeneracion y los sintomas

clinicos.

1.3.5 Tabaco

Diversos estudios epidemiolégicos han identificado la intervencion del tabaco,
como un factor de riesgo para el dolor de espalda. Se ha propuesto que, dada
su influencia sobre la circulacion periférica, produce una limitacion en el
trasporte de nutrientes hasta el disco y en efecto, los estudios experimentados
sobre los efectos agudos de su consumo confirman que las concentraciones de

oxigeno en el disco disminuyen después de una breve exposiciéon al humo
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de los cigarrillos y las de acido lactico aumentan. Otros trabajos experimentales
han demostrado que la exposicion prolongada a la nicotina puede dar lugar a
cambios mas permanentes. Este compuesto influye negativamente sobre la
arquitectura de la microcirculacion que irriga el disco y origina cambios
degenerativos en su matriz. Sin embargo en humanos, las investigaciones
dedicadas a las degeneraciones discales identificadas por RM han descubierto
que el tabaco solo ejerce un efecto relativamente escaso sobre el grado y el
patrén de degeneracién, lo que vuelve a poner de manifiesto la actual falta de
conocimientos acerca de la relacién entre los cambios evidentes sufridos por el

disco y el dolor de espalda.

1.4 Efectos de la degeneracién sobre el funcionamiento del disco

La biomecanica del disco depende de su composicion y la organizacion de su
matriz. Por lo tanto, cualquier desorganizacion en su estructura afectara a su
capacidad biomecanica y las diferencias biomecanicas de los distintos
segmentos raquideos, que podrian evolucionar en diferentes patrones de

degeneracion y celularidad, siendo la base de nuestro trabajo.

1.4.1 Modelo estructural del disco, funcion del agrecano y de la red de

colageno

Este modelo se asemeja a una red de cuerdas que encierran una serie de
globos. Su estructura se hincha por los globos y es capaz de soportar las

cargas externas. Sin embargo, ninguno de sus componentes podrian hacerlo
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en solitario. Sin los globos las cuerdas se desplomarian y sin la ayuda de la red
de cuerdas, los globos serian explusados bajo la accion de la carga. En
consonancia, la resistencia a las cargas por parte del disco, depende de la
organizacion que posean los principales componentes de su matriz, el

colageno y el agrecano.

Los colagenos fibrilares, forman el armazén estructural del disco, al igual que la
red de cuerdas en el modelo citado, resulta potente en tensién pero se hunde
cuando se somete a carga. El agrecano presenta una gran presion osmaotica
procedente sobre todo de su elevada concentracién de cargas negativas y por
tanto, tiende a absorber agua y a inflar la red de colageno, tal como los globos
hinchan la red de cuerdas. La elevada concentracion de agrecano en un disco
normal, dota al tejido de una capacidad para soportar las cargas comprensivas
sin aplastarse. Las moléculas de agrecano, quedan retenidas en el disco por la
red de colageno al igual que la red de cuerdas detiene los globos. Asi pues, la
presidon de turgencia del disco depende del balance entre, la presibn osmaotica
inherente a la gran concentracion de agrecano y la resistencia de la red de
colageno a hincharse, si la red aumenta o se agrieta, los fragmentos
funcionales de agrecano van a filtrarse con la correspondiente disminucién en

la presion de turgencia del disco.

1.4.2 Cargas sobre el disco

Nachemson y cols. ® fueron los primeros en determinar las cargas reales a las

que esta sometido un disco in vivo. Para ello, midieron la presion que actua
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sobre el disco, cuando una persona descansa en diversas posturas corporales
o realiza una tarea determinada. Aunque la porcién del tronco en torno al disco
L3-L4 constituye el 60% del peso corporal total, la carga que recae sobre él,
estando sentado y de pie con una flexion de 20° es mas o menos del 200% vy
llega casi al 300% si se afiaden 20 kg de peso en las manos. Observaron, que
incluso en personas relajadas en decubito supino, la presion de los discos
lumbares inferiores era de 0,1 a 0,2 MPa, mientras que en una posicion

sentada, sin apoyo de la espalda ascendia hasta 0,6 a 0,7 MPa (Figura 32).

El disco siempre esta sometido a una carga in vivo, a raiz de los efectos
combinados del peso del cuerpo y la actividad muscular. Las cargas aplicadas
sobre él, redundan en un aumento de la presién. Las presiones maximas
durante la actividad enérgica pueden subir considerablemente por encima de
estos valores. Las recientes mediciones in vivo han comprobado los cambios
de la presion intradiscal al cabo de 24 horas, para confirmar estos primeros
resultados mencionados, siendo menor la presidén en los discos degenerados
que en los normales. Debido a la relacion entre la presion del disco y la
postura, la carga de la columna tiende a seguir un patron ciclico: alcanza su
minimo a lo largo del suefio y después se incrementa de 5 a 6 veces al llevar a

cabo las actividades del dia.
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Fuente: Adaptado de Nachemson 1992

Figura 32. Presiones intradiscales en diferentes posturas (comparadas con la
presion erecta en bipedestacion (100%))

A diferencia de la mayoria de los demas mamiferos, los seres humanos
caminamos en posicion bipeda por lo que sobre los discos intervertebrales se
aplican grandes cargas compresivas. El nucleo pulposo normal, que es un gel
hidratado, puede comprimirse relativamente poco. La carga de compresion
provoca una ligera deformacion del platillo epifisario cartilaginoso y del cuerpo
vertebral, asi como una protrusion del anillo fibroso. Los tejidos circundantes
deben ser lo suficientemente fuertes, como para resistir las fuerzas de tension
hacia fuera, transmitidas por el nucleo hacia el resto del disco y el hueso
circundante. La inclinacion lateral y la rotacion de la columna vertebral,
producen cargas de tension significativas sobre las fibras del anillo fibroso, que
pueden determinar un fracaso de las mismas si la sobrecarga excede la

resistencia a la tension del tejido. Afortunadamente, el anillo fibroso sano es
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suficientemente fuerte y capaz de soportar sobrecargas que serian capaces de

fracturar el hueso vertebral circundante.

En la degeneracién la integridad del anillo fibroso esta comprometida por la
aparicion de fisuras. Para limitar la transmisidon de tensiones excesivas al anillo
fibroso, las articulaciones de las carillas intactas controlan la movilidad
raquidea, especialmente en la inclinacion lateral y la torsion. No es
sorprendente pues, que cuando se pierde la integridad del complejo de las
carillas debido a una espondilolisis vertebral, las fuerzas patologicas aplicadas
a los tejidos puedan conducir a una degeneracion precoz del disco

intervertebral.

Para disipar las cargas de comprension de la columna, el disco normal
convierte la carga en fuerzas anulares de tension sobre la parte mas externa
del anillo fibroso, mientras que permite el movimiento controlado del segmento
intervertebral. Los platillos epifisarios transmiten la carga compresiva al nucleo
pulposo, lo que conduce a un incremento de presion sobre el gel hidratado del
nucleo pulposo. En un disco joven y sano la carga se transmite mas bien de
forma uniforme hacia fuera con todas direcciones a los tejidos circundantes del
disco. El resultado es una deformacion viscoelastica de las fibras
circunferenciales el anillo fibroso externo que disipa parte de la tension. El
anillo fibroso presenta unas caracteristicas de rigidez diferenciales durante la
carga que conducen aun fendmeno bifasico, en que el anillo fibroso interno
amortigua la transmision de la tension al anillo fibroso externo que es mas

rigido y resiste picos de carga.

74



Introduccion

Con el envejecimiento y la degeneracion discal se producen cambios
significativos en la biomecanica del disco. Los cambios parecen empezar en el
nucleo pulposo donde la pérdida de proteoglicanos grandes, conduce a una
presidn de turgencia disminuida y determina una transmisién no uniforme de
las tensiones sobre los tejidos circundantes. En el anillo fibroso las fibras de
colageno se deterioran y aparecen fisuras a lo largo de la region interna que
finalmente progresan hacia fuera. Como consecuencia el material nuclear
puede desplazarse hacia fuera, a la periferia del disco. La pérdida de la funcion
biomecanica normal del nucleo pulposo y del anillo fibroso conduce a una
sobrecarga de los platillos epifisarios, los cuales se esclerosan y forman
osteofitos periféricos como se observa en la espondilosis raquidea, siendo por

tanto la carga un factor agravante contrastado en la degeneracion discal.

1.4.3 Efecto de la carga sobre la hidratacion del disco

Como el disco es un sistema osmotico la hidratacion varia con la carga. Si
aumenta su valor, el liquido queda exprimido del tejido lo que concentra el
agrecano e incrementa su presion osmotica. La expulsidn de liquido cesa
cuando la presion de turgencia asciende lo suficiente como para equilibrar la
presion aplicada. A la inversa, si se reduce la carga depositada sobre el tejido
el disco se hincha. Este proceso puede adquirir unas dimensiones
impresionantes (de un 200% a un 300%) en discos in vivo desprovistos de

carga.
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El patron diario de la carga ejerce un efecto considerable en la hidratacion del
disco. La realizaciéon de RM in vivo permitié calcular que como promedio los
discos perdian alrededor del 25% de su contenido liquido durante el dia y que
esta cantidad era recuperada por la noche con el reposo. Se cree que la
pérdida de altura a lo largo del dia en parte procede de la deformacion inducida
por la carga sobre la red de colageno y en parte obedece a la expulsion de
liquido suscitada por su presencia, siendo la disminucion media de la talla de 1
a 2 cm/dia. Por el contrario los astronautas residentes en el laboratorio espacial
que se encuentran en condiciones de ingravidez durante unos 2-3 meses,
crecen unos 5 cm. de estatura, quiza en parte debido al rellenado de sus

discos bajo la accién de unas cargas externas escasas.

1.4.4 Efecto de la pérdida de agrecano

La pérdida de agrecano en los discos degenerados provoca unos efectos
importantes sobre su comportamiento destinado a soportar la carga, pues la
presidn osmoética cae y el disco pierde capacidad para mantener su hidratacion
bajo el peso. Los discos degenerados tienen un menor contenido acuoso que
los normales, dotados de una edad equiparable y al depositar una carga sobre
ellos, pierden altura y liquido, con mayor rapidez y tienden a abombarse. Por
ende, con la disminucién de su hidratacién dejan de seguir un comportamiento
hidrostatico bajo su accion. Asi pues, al aplicar la carga puede condicionarse
una concentracion de la presion a lo largo del platillo vertebral o en el anillo, tal

vez este fendmeno explicaria el dolor que se produce durante la discografia.
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Estos cambios tan importantes en el comportamiento del disco ejercen una
profunda influencia sobre otras estructuras de la columna, pueden repercutir en
su funcionamiento y predisposicion a la lesién. Hemos comentado como a raiz
del rapido descenso experimentado en la altura del disco bajo la accion de la
carga en un estado de degeneracion, las articulaciones apofisarias vecinas a
tales discos pueden recibir unas cargas anormales y a la larga padecer unos
cambios artrésicos. La pérdida de altura en el disco también puede afectar a
otras estructuras. Produce un descenso en las fuerzas de tensidon que recaen
sobre el ligamento amarillo, de ahi la posibilidad de causar su remodelacion y
su engrosamiento. En tales condiciones puede sobresalir hacia el conducto
raquideo y generar una estenosis del canal, un problema creciente a medida

que envejece la poblacion.

La desaparicion de los proteoglucanos también influye sobre el movimiento de
las moléculas hacia el interior y hacia el exterior del disco. El agrecano debido
a su elevada concentracion y carga en un disco normal, evita el
desplazamiento hacia la matriz de las moléculas grandes carentes de carga,
como las proteinas séricas y las citocinas. Su elevada concentracion en el
disco también repercute sobre la penetracion de farmacos como los
antibioticos, al favorecer la captaciéon de los componentes degradados de la
matriz. De este modo, el disco acumula fragmentos de agrecano activos desde
el punto de vista osmotico. La disminucion en el contenido de agrecano
aumentaria el ritmo de desaparicion de sus fragmentos y e otros integrantes de

la matriz, tal vez al acelerar una cascada degenerativa. Facilitando la
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entrada en el disco de moléculas grandes como los complejos de factores de

crecimiento y las citocinas, lo que influye sobre el comportamiento celular.

El crecimiento mas abundante de vasos y nervios observado en el seno de los
discos degenerados esta emparentado con el dolor crénico de espalda y
probablemente también esté asociado a la desaparicion de los proteoglucanos,
pues se ha demostrado que el agrecano del disco inhibe el crecimiento

nervioso en su interior ©°1,

1.5 Patologia del disco

1.5.1 Hernia discal

El trastorno discal mas frecuente que llega a un cirujano de la columna, es la
hernia o el prolapso del disco intervertebral. En estos casos, el disco se
abomba o se rompe (parcial o totalmente) en un sentido posterior o
posterolateral y presiona sobre las raices nerviosas contenidas en el conducto
vertebral. Aunque muchas veces se piensa que la hernia es el resultado de una
rotura de origen mecanico, en discos sanos solo puede provocarse in vivo,
mediante la accion de unas fuerzas mecanicas mas potentes que aquellas con
las que puede tropezar normalmente. En la mayoria de las exploraciones

experimentales es el cuerpo vertebral el que falla antes que el disco .

Parece necesaria la produccion de algun cambio degenerativo antes de que el

disco llegue a herniarse. En efecto, el examen de las piezas quirurgicas o
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necropsicas hace pensar que el secuestro o hernia obedece a la migracion de
fragmentos sueltos del nucleo pulposo en fase de degeneracion, que en
condiciones normales ocupa una posicidon central, a través de unos desgarros
preexistentes en el anillo fibroso externo. En este trabajo seleccionamos

muestras degeneradas en vivo para su analisis celular en profundidad.

La protrusion es una herniacién que mantiene contacto con el disco en el que
se origina mediante un puente tan ancho o mas que el diametro del material
desplazado. Una extrusion discal es una herniacién mas grande, de forma que
el diametro del material discal que se sale del espacio intervertebral es mayor
que cualquier puente, si existe, de conexion con el disco de origen. Un
fragmento de disco libre (secuestro) es una extrusion sin continuidad con el
disco de origen (Figura 33). Puede encontrarse anterior o posterior al ligamento
vertebral comun posterior o en menos ocasiones, ser intradural. El fragmento
libre se puede localizar a nivel del disco o desplazarse en sentido craneal o
caudal, a menudo lateralizado por la existencia de un tabique delgado de

orientacion sagital en la linea de la parte discal del espacio epidural anterior.

4 FASES DE LA DEGENERACION DISCAL

DEGENERACION PROLAPSO EXTRUSION SECUESTRO

Figura 33. Fases de la hernia discal
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Ahora sabemos que la presion generada por la hernia sobre la raiz nerviosa no
puede ser la causa del dolor en solitario, porque mas del 70% de las personas
asintomaticas “normales” tienen prolapsos discales pero no sufren dolor. En los
individuos asintomaticos los nervios estan de algun modo sensibilizados, tal
vez por moléculas procedentes de la cascada inflamatoria originaria desde el
acido araquiddnico hacia la prostaglandina E2, el tromboxano, la fosfolipasa
A2, el factor de necrosis tumoral a (TNF-a), las interleucinas y las MMP. Estas
moléculas pueden aparecer en las células del disco herniado y debido al intimo
contacto fisico entablado entre la raiz nerviosa y el disco después de

producirse la hernia son capaces de sensibilizarla 76!

No se ha averiguado ni la secuencia exacta de los acontecimientos, ni las
moléculas especificas que participan en ella, pero un estudio preliminar que
reunio a pacientes con ciatica tratados mediante antagonistas del TNF-a ofrece

unos resultados alentadores y respalda la propuesta de ese mecanismo *°..

Por desgracia, lo ensayos mas recientes no han sido capaces de confirmar
tales datos. Sin embargo, hay que tener cuidado a la hora de interrumpir la
cascada inflamatoria que casi con seguridad desempefia alguna funcién en la
evolucion natural de la hernia. Parece probable que moléculas como las MMP
producidas en grandes cantidades en los prolapsos discales, cumplan una
misién fundamental en el curso natural de la reabsorcién que se produce tras la

hernia causal %
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1.5.2 Estenosis de la columna

Los sintomas de una estenosis de la columna vertebral pueden ponerse en
relacion con diversas variaciones sufridas por esta estructura, la mayor parte

vinculadas con la degeneracion y el envejecimiento ['".

La degeneracion del disco intervertebral con un gran abombamiento radial,
puede traducirse asi en una estenosis de la columna localizada aunque haya
otros posibles factores con una intervencién en este sentido, como un canal
anormalmente disminuido (Figura 34) o el estrechamiento central del conducto
raquideo debido al engrosamiento frecuentemente de los ligamentos amarillos
[71.72] | a estenosis también puede ocurrir en la zona mas lateral, ocupando tres
zonas posibles en relacion con la salida de la raiz nerviosa de la columna

(Figura 35).

Canal redondo ! Canal ovoide

Canal en trébol

Figura 34. Tipos de canales lumbares. Imagen tomada de: Rothman RH,
Simone FA, eds. The spine. 3rd edition. Philadelphia: W.B. Saunders; 1992. p.
832
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Zona de entrada
(receso lateral)

Zona media

g
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Zona de salida
(foramen)

-

Figura 35. A: Estenosis central por hipertrofia de ligamentos amarillos. B: Los
tres tipos de estenosis lateral. Imagen tomada de: Rothman RH, Simone FA,
eds. The spine. 3rd edition. Philadelphia: W.B. Saunders; 1992. p. 832.

1.5.3 Deformidades de la columna

Tanto en la escoliosis como en la cifosis, los discos intervertebrales adoptan
forma de cufa al igual que los cuerpos vertebrales (Figura 36). Existen
multiples trastornos congénitos, neuromusculares, etc., que desembocan en
una escoliosis, pero la mayoria de las personas afectadas no presentan
ninguna causa conocida (idiopatica). Hasta donde se sabe hoy, las
modificaciones producidas en la estructura y en la composicion del disco

escolidtico coinciden entre si, sea cual sea su factor desencadenante.
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Figura 36. Deformidad de raquis

Se han identificado varios cambios en las propiedades bioquimicas del disco
que afectan tanto a sus componentes estructurales principales, como también
a los procesos generales de biosintesis y recambio de los ingredientes que
integran la matriz. Asi, ha podido observarse que difieren de los discos sin
escoliosis de una edad similar y que varian a lo largo de la curva, desde el lado
céncavo al convexo. También se ha descrito que la transformacién en el tipo de
colageno producido y en el patron existente de enlaces cruzados conlleva a

una escoliosis ",

El disco escolidtico manifiesta una acusada calcificacidon sobre todo en el

platillo vertebral. Mas recientemente, las técnicas empleadas para estudiar las

vias seguidas por los nutrientes han revelado su afectacion en la escoliosis,
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siendo mayor la alteracion en el vértice de la curva. Este fendmeno puede ser

el responsable directo de la reduccion en el nimero células en estos discos "4,

1.6 Abordajes terapéuticos

1.6.1 Tendencias en el tratamiento

Durante décadas, tras presentacion por primera vez de la cascada
degenerativa, ha parecido evidente que la degeneracion discal es el resultado
final de la relacién entre sutiles alteraciones de las propiedades mecanicas y
biomecanicas del disco intervertebral y el complejo de la articulaciéon de las
carillas. A medida que los médicos adquiramos mayor percepcion de la
cascada degenerativa, el tratamiento de la degeneracion raquidea sintomatica
podria finalmente implicar una combinacion de manipulaciones bioldgicas y

procedimientos de reconstruccidon menos ablativos.

Si bien el diagnostico y tratamiento de los trastornos raquideos generalmente
se han centrado en aspectos biomecanicos, soluciones de tipo fusion raquidea
y el recambio discal, es probable que los futuros tratamientos vayan dirigidos a
intervenciones biologicas. Es posible que se disponga de las verdaderas
terapias bioldgicas a medida que el proceso degenerativo y los mecanismos
del dolor sean mejor conocidos. Los laboratorios de todo el mundo estan
siguiendo estrategias, como son el uso de factores de crecimiento, células
precursoras y farmacos para tratar el frecuente y vejatorio problema del disco

degenerativo doloroso.
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A fecha de hoy no existe ningun tratamiento para prevenir, frenar o dar marcha
atras a la degeneracion discal. Las opciones quirurgicas o conservadoras
ofrecidas en la actualidad a los pacientes aspiran a mitigar el dolor mas que a
modificar la evolucion del cuadro. Las dos principales operaciones para tratar
los procesos relacionados con el disco degenerado, la discectomia y la
artrodesis, pueden lograr un alivio eficaz del dolor a corto plazo. Sin embargo,
ambas alteran la biomecanica de la columna, con lo que crean el peligro de
acelerar la degeneracion de los discos que ocupan los niveles adyacentes y

también pueden repercutir negativamente sobre otros tejidos de la zona.

Los diversos disefios de discos artificiales encaminados a restablecer la altura
y la biomecanica discal después de su extirpacidon, han tenido aplicacion en la
clinica durante unos 15 afos. Los casos descritos sefialan unos resultados
favorables, sin embargo no ha habido estudios controlados, ni tampoco se ha
evaluado adecuadamente la eficacia a largo plazo de la sustitucién discal.
Hasta este momento, deberia adjudicarse un caracter experimental a estos
procedimientos y utilizarse unicamente en estudios clinicos. La reparacion
biolégica del tejido constituye un enfoque alternativo para recuperar el

funcionamiento del disco degenerado.

1.6.1.1 Tratamiento conservador

Es el tratamiento casi siempre inicial de duracion limitada, 6-8 semanas, en el

que empleamos medidas fisicas, farmacos o técnicas mas invasivas. El
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objetivo es prevenir la cronicidad, disminuir el dolor, reincorporacion del

paciente a sus actividades basicas y laborales precozmente.

Terapia fisica

Existen ejercicios controlados por rehabilitacion que ayudan a mejorar la
potencia muscular, flexibilidad articular y estabilidad articular, logrando una
mejoria global del segmento raquideo tratado. Los programas los podemos
encontrar en paginas tan completas y desarrolladas como la de la sociedad

espafnola de rehabilitacion (http://www.sermef-ejercicios.org), disminuyendo su

efectividad en casos de radiculopatia o en la fase aguda con dolor moderado-
severo cervical. Incluimos en este apartado otros tratamientos como collarines,

corsés o incluso cabestrillos.

Tratamientos farmacolégicos

Encaminado a tratar el dolor y/o la inflamacion, siguiendo las indicaciones
analgésicas de escala de la OMS (73] (Aines, opioides menores, opioides
mayores) asociando frecuentemente medicacion coadyuvante (corticoides,

antidepresivos triciclicos, anticomiciales o relajantes musculares).

Técnicas invasivas
Radiofrecuencia facetaria, bloqueos epidurales, bombas de infusion espinal,
rizolisis, teniendo un porcentaje mayor de complicaciones graves a nivel

cervical que lumbar.
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1.6.1.2 Discectomia o microdiscetomia

Consiste en retirar la parte del disco dafado y desplazado, cuando la
enfermedad esta unicamente localizada a nivel discal y es causa de dolor y
dafio neurolégico, como en el caso de las hernias discales aisladas. Es una
opcion terapéutica quirurgica con buena aceptacidn en pacientes jovenes y a
nivel lumbar, este procedimiento puede estar acompanado de flavectomia, mini
o maxi laminectomia, por via posterior. Cuando existen fendmenos
degenerativos mas extendidos o estenosis foraminales o de canal, la técnica

requiere asociar otros procedimientos complementarios.

1.6.1.3 Discectomia y fusidn anterior cervical

Smith y Robinson introdujeron la discectomia anterior y fusién en 1955 "¢
biomecanicamente superior a la anterior es la técnica de eleccion en el
tratamiento de hernias discales y espondilosis cervical. Hasta entonces, existia
entre un 3-42% de pseudoartrosis con la técnica clasica, pero afadiendo un
cruentando de los platillos hasta hueso subcondral se producia un 95% de

fusion. Cloward describié posteriormente su técnica alternativa con injerto !

y
en la actualidad, con el suplemento de una placa de soporte anterior se
disminuye la necesidad de inmovilizacion postquirurgica, aumenta la rigidez y
es especialmente util en los casos de cirugia multinivel, mejorando el resultado

| "8 En cuanto asociar

consiguiendo una tasa de fusion similar a la de un nive
en la fusidn anterior una reseccion de osteofitos de las unciformes, hay

dispares resultados ya que la distraccion que se produce supone una
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| %1 Debemos tener en cuenta,

descompresion indirecta suficiente a ese nive
utilicemos el procedimiento que sea, que hay factores como el tabaco que

aumentan las tasas de pesudoartrosis 7.

1.6.1.4 Fusidn cervical posterior

También encontramos defensores de la técnica posterior cervical, estos
autores defienden la fusion vertebral posterior en los casos que precisen fusion
multinivel, consiguiendo descompresion directa adecuada y manteniendo la

lordosis fisioldgica .

1.6.1.5 Disco adyacente sintomatico

Habiendo encontrado un tratamiento eficaz como la artrodesis cervical que
ofrece resultados en > 90% de los casos con fusiones > 90% y que parece el
pilar del tratamiento actual de la radiculopatia y mielopatia cervical. ¢Por qué

aparecen las proétesis de disco?.

El concepto de disco adyacente es un concepto basado en publicaciones ya de
literatura pediatrica *? . Las artrodesis mostraban alteracion de la cinematica y
biomecanica in vivo creando fuerzas NO fisiolégicas intradiscales y en las
facetas, dando lugar a un fenbmeno en continua evolucién denominado disco
adyacente sintomatico cervical, donde se ha observado mayor incidencia de
cambios degenerativos en el segmento vertebral adyacente > 3%/ano y un

(83]

25.6% acumulativo a 10 afos llegando a suponer el 25% de las
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reintervenciones por degeneracion espacio adyacente a 10 afios. En el
transcurso de esta enfermedad se puede objetivar una disminucion de

movilidad y degeneracién radiolégica del segmento adyacente #4 .

Siendo la incidencia de disco adyacente sintomatico del 7-15%, aparece a una
media 6.5 anos tras la primera cirugia. Parecen ser factores de riesgo, numero
de niveles fusionados, alineamiento preoperatorio, diametro del canal o el
alineamiento tras fusién. Si bien el 30-63% de los pacientes mejoran con

tratamiento conservador %,

Se ha observado que fusiones multinivel tienen menos incidencia de segmento
adyacente %, Aunque esta patologia permanece en controversia pudiendo

responder a la historia natural de la espondilosis cervical "),

1.6.1.6 Protesis discales

Las premisas para introducir las protesis de disco eran que el mantenimiento
de la movilidad (Figura 37) disminuia la incidencia de degeneracion del disco
adyacente comparado con la fusién. Que tenia una efectividad equivalente a la
discectomia y fusion anterior,en relacion a alivio de la sintomatologia. Suponia
una disminucion de morbilidad perioperatoria (instrumentacién, pseudoartrosis,
abordaje, injerto O6seo, inmovilizacidn postoperatoria), facilidad para su
implante, con un indice de complicaciones no mayor que la discectomia con
fusidn anterior y permitiria la incorporacién temprana del paciente a sus

actividades.
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Figura 37. Movilidad de protesis discal

Su desarrollo se ha basado en la cinematica de la columna vertebral, vital para
el disefio y evolucién de cualquier protesis. Su estructura anatoémica esta
formada por un nucleo el cual se somete a compresion y un anillo que controla
el movimiento en todos los planos, precisando una resistencia progresiva y

consiguiendo seis grados de libertad para moverse tridimensionalmente.

El disco cervical es el mayor estabilizador de la columna cervical. La prétesis
debe mantener la estabilidad espinal, manteniendo el rango de movimiento
apropiado, carga fisiolégica de las facetas articulares y debe tratar de restaurar
el eje instantdneo de rotacion sin afectar al movimiento caracteristico de las

facetas, de esta forma han ido evolucionando (Figura 38).
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Primera Generacion Segunda Generacion Tercera Generacion
Ball & Soal(et Ball & Socket Ball & Socket

.Q%E'

) g

Figura 38. Desarrollo de grados de libertad de las proétesis de disco

Hasta el disefio de las prétesis actuales, mas proximas al movimiento
fisiolégico con seis planos de movimiento (Figura 39) tridimensional, con
translacion independiente de rotacién, un centro de rotacidn dinamico y con

buenos resultados bibliograficos.

Figura 39. Seis planos de movimiento
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Analizando datos de recirugia a 5 afios, 2.9% prétesis / 14.5% artrodesis 1
incluso mejores resultados con protesis y mayor supervivencia a largo plazo
respecto a la fusion 9. También se presentan buenos resultados y justificacion
econdémica, 36.105% (protesis) / 42.944$ (artrodesis), con estancia media de
1.6 dias con las prétesis / 2.1 dias con la artrodesis °®. Aunque si bien es
cierto, que los pacientes candidatos de protesis son mas jévenes, con menos

comorbilidad, ocasionando un l6gico menor gasto sanitario.

No existen en los estudios diferencias de movimiento en el segmento
adyacente en ambos grupos, entre prétesis y artrodesis. Solo el tiempo parece
un predictor significativo de cambios en el rango movimiento del segmento

adyacente. El disefio del implante y la técnica quirurgica carecen de influencia.

Las protesis no constrefiidas pierden mas alineamiento sagital a largo plazo.
B Aun asi, los estudios siguen sin encontrar claras diferencias entre disco

adyacente tras fusion o prétesis #%,

En conclusion, hay resultados excelentes inicialmente pero el resultado final
depende de demostrar su eficacia clinica a largo plazo teniendo en cuenta la
relacion coste/efectividad, ya que no se disponen de estudios a mas de 10
anos. Y la idea que supone, que preservando el movimiento se reduce la
enfermedad del segmento adyacente permanece sin poder probarse en la

actualidad.
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1.6.2 Reparacion bioldgica del tejido

El objetivo final de estos tratamientos radica en conseguir la reparacion celular
de la matriz perteneciente al disco degenerado con el fin de restablecer las
propiedades titulares, el funcionamiento mecanico, la altura del disco y prevenir
asi, la degeneracion de los tejidos vecinos de la columna y la aparicion de una

estenosis a este nivel.

1.6.2.1 Tratamiento génico

Un planteamiento propuesto ha consistido en estimular las células discales
existentes mediante moléculas que influyan sobre la actividad celular. Dos
grupos han actuado como dianas, los factores de crecimiento, que son capaces
de acelerar la velocidad de sintesis de la matriz hasta cinco veces, y las
citocinas que propician una desaparicion de la matriz al inhibir su produccién a
la vez que estimulan la fabricacibn de compuestos implicados en la
degradacion tisular. Sin embargo, la inyeccion directa de factores de
crecimiento o de inhibidores de las citocinas ha resultado inutil debido a su
eficacia tan efimera en el disco. Las investigaciones recientes con discos de
conejo, han descubierto que la inyeccion del factor de crecimiento OP-1 (BMP-
7) permite estimular la recuperacion de la altura discal en un modelo de lesion

detereminado 4 |

Un método alternativo para activar las células plantea la terapia génica, que

posee la capacidad de mantener unas concentraciones titulares elevadas del
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factor de crecimiento en cuestidén o del inhibidor. En esta técnica se introducen
los genes correspondientes a las moléculas elegidas (p.ej., el factor
transformador del crecimiento B que inhibe las citocinas, incluida Ia
interleucina) en las células discales que a continuacion siguen fabricando estas
proteinas. Aunque los experimentos realizados han puesto de manifiesto que la
transferencia de genes permite incrementar casi seis veces la producciéon del
factor transformador del crecimiento B en las células discales de un conejo,

este tratamiento aun dista mucho de tener una aplicacion clinica.

Aparte de las dudas surgidas sobre la inocuidad de los procedimientos actuales
después de los recientes problemas clinicos padecidos, todavia han de
desarrollarse los métodos para conseguir una administracion eficaz de los
genes a las células discales humanas. Asimismo, la eleccion correcta de los
genes terapéuticos exige mejorar los conocimientos existentes sobre la
patogenia de la degeneracion. Conocemos que la densidad celular de los
discos humanos normales es baja y muchas de las células que contienen los
discos degenerados o deformados estan muertas, por lo tanto la estimulacion

del resto puede no ser suficiente para reparar completamente la matriz.

1.6.2.2 Reparacion celular

La implantacién de células por si solas 0 sumadas a la terapia génica son una
solucién capaz de superar el problema planteado por la escasez de células en
un disco degenerado. En este caso, las células existentes se ven

completamentadas con la ayuda de otras nuevas. Esta técnica se ha aplicado
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satisfactoriamente en el cartilago articular y se ha intentado con cierto éxito en
los discos de los animales. Sin embargo, en la actualidad no existe ninguna
fuente evidente de células utiles desde el punto de vista clinico en especial
para el nucleo, la region que despierta un mayor interés. Ademas, en los
experimentos mas recientes consistentes en introducir a los conejos células
cultivadas del anillo, aunque la altura del disco se conservaba aparecia un
tejido de reparacion de tipo hialino, en vez de aquel otro mas elastico necesario
para el funcionamiento adecuado del disco, lo que indica que la obtencién de
unos resultados positivos en una reparacion exige unas condiciones de cultivo

y un tipo de células adecuados.

Otro problema fundamental estriba en que la situacion de los discos
degenerados, en especial si la via nutritiva ha quedado danada, puede no ser
la mas favorable para la supervivencia de las células implantadas. La
transferencia de células discales autdlogas se ha aplicado en la clinica sobre
un pequefo grupo de pacientes cuyos resultados iniciales han recibido una
descripcion prometedora, aunque haya pocos detalles disponibles acerca de

los propios pacientes o de la medicién de sus respuestas.

Hoy por hoy, aunque los trabajos experimentales ponen de manifiesto la

capacidad de estos tratamientos basados en las células, tenemos diversas

barreras a superar que impiden su aplicacion.
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1.7. Terapia celular: empleo de las células “stem” en ingenieria tisular.

1.7.1. Concepto y antecedentes

La ingenieria tisular puede definirse como la utilizacion combinada de células,
biomateriales y factores bioquimicos para reparar tejidos lesionados o
enfermos. Es un campo multidisciplinar que aplica los principios de la
ingenieria y de la biologia para el desarrollo de sustitutos biologicos que
restauren, mantengan o mejoren la funcion tisular. Actualmente la ingenieria
tisular combina el aporte de células, indiferenciadas o diferenciadas, que se
colocan sobre una matriz, a la cual se pueden anadir factores que aceleren su
proliferacion e indiferenciacién para ser trasplantadas a la estructura dafada y
conseguir su regeneracion. También, las células se pueden tratar en el
laboratorio, para que liberen sustancias beneficiosas para la reparacién de los
tejidos. Estas células se deben combinar con un molde que reproduzca la
estructura tridimensional tisular, funcional y semejante al tejido que debe

reemplazar.

Se han utilizado estrategias diferentes combinando matrices biocompatibles,
factores de crecimiento, trasplantes celulares y terapias de liberacion génica.
Por su parte, los criterios que se deben seguir son producir un numero
suficiente de células y tejido para conseguir la reparacion completa, mantener y
diferenciar las células hacia el fenotipo correcto, asegurar que tanto las células
como los tejidos adoptan la organizacién tridimensional necesaria y producen

matriz extracelular. A veces, se requieren moldes biorreabsorbibles hasta que
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las células son capaces reproducir su propio medio. Ademas, las células y los
tejidos deben adaptarse e integrarse a las demandas del tejido que van a
reparar, conseguir una integracion completa y una vascularizacion adecuada
con el tejido local y siempre, hay que valorar el riesgo de un rechazo
inmunoldgico. Por tanto necesitamos células, moldes portadores y factores de

crecimiento integrados en la estructura a reparar.

El primer componente y centro de interés de nuestro estudio, son las células
troncales pluripontenciales (0 CSM, céluas “stem” mesenquimales, del inglés
Mesenchymal Stem Cells, de ahi la abreviatura MSC). Las CSM se
caracterizan por tres propiedades: autorrenovaciéon, capacidad de desarrollarse

en multiples lineas celulares y el potencial de proliferar sin limite.

Las CSM poseen una gran capacidad para la autorrenovacion y la capacidad
de migrar a distintas partes del cuerpo, sobrevivir e incluso establecer nuevas
colonias. Son células indiferenciadas, que por mecanismos externos pueden
dirigirse, por diferentes vias, hacia distintas lineas celulares de estirpe

mesodérmica.

La literatura anglosajona las conoce como “mesenchymal stem cells” (MSC) y

son capaces de originar, desde una célula indiferenciada otro tipo de células

de diferente fenotipo.
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Las CSM postnatales pueden hallarse en diversas localizaciones, como la
meédula 6sea, tejido adiposo, paredes venosas, sangre periférica, placenta fetal

y materna, ligamento periodontal, periostio y hueso trabecular 8.

Las CSM fueron descritas en 1968, cuando Friedenstein et al '® establecieron
que habia unas células adherentes, que formaban clones, no fagociticas y
fibroblasticas, definidas como colony-forming units-fibroblastic (CFU-Fs) que

pueden ser aisladas del estroma de la médula 6sea de los organismos nacidos.

Como sefalaron estos autores, pueden proliferar en condiciones
experimentales adecuadas en un amplio espectro de tejidos conectivos,
diferenciados, incluyendo cartilago, hueso, tejido adiposo, fibroso y estroma

medular.

El empleo de CSM del adulto tiene diversas ventajas pues no plantean ningun
problema ético ya que se encuentran en muchos puntos del organismo, son
relativamente faciles de obtener, no tienen problemas inmunoldgicos y han
demostrado una efectividad superior a la de las células embrionarias sin

observarse capacidad tumorigénica.

Todas las células mantienen morfologia similar e inmunofenotipo, después de
muchos pases de cultivo. Sin embargo, las caracteristicas de las células
troncales obtenidas de un sitio o de otro varian, como veremos a lo largo de

nuestro trabajo.
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Ademas se ha comprobado, que la celularidad de la médula 6sea disminuye
con la edad, aunque se pueden obtener en mayor o menor cantidad, en todos
los pacientes de cualquier edad. Cabe pensar que las células migran, aunque
no se encuentran en mucha cantidad por la sangre periférica. Tampoco
sabemos como se integran en la cascada reparadora después de una lesion, ni
conocemos los mecanismos de replicacion, los factores de crecimiento ni las
citocinas que dirigen este proceso, aunque ciertos resultados ya comienzan a
vislumbrarse. Lo que permitira a las nuevas lineas de tratamiento de ingenieria

tisular utilizar, factores de crecimiento, células y medios de soporte adecuados.

1.7.1.1. Células madre

Una célula madre (también denominada célula stem) se define como aquella

que tiene las siguientes tres caracteristicas °°k

- Capacidad de autorrenovaciéon o de formar durante su division al menos una
copia idéntica de la célula inicial, con las mismas caracteristicas y propiedades
bioldgicas.

- Capacidad de diferenciacion hacia una (o varias) células maduras con funcién
especializada.

- Capacidad de proliferacion a largo plazo.

En los afos 60, los experimentos de Till y McCulloch, basados en el
transplante de células mononucleadas de médula 6sea en ratones letalmente

irradiados, demostraron por primera vez la existencia de células con estas
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propiedades en la médula dsea, las células madre hematopoyéticas *°.

Posteriormente, un numero creciente de estudios han demostrado que la
médula désea, contiene células madre con mayor versatilidad que las células

madre hematopoyéticas, ademas de las células progenitoras del estroma

medular o células madre mesenquimales ®”). Hay por ello un interés creciente

en el aislamiento y expansidn de estos tipos celulares, por su potencial empleo
como herramienta terapéutica en programas de terapia celular somatica. Entre
los tipos celulares aislados en MO con mayor versatilidad se encuentran las
MAPC (del inglés “Multipotent Adult Progenitor Cells”), descritas inicialmente

por el grupo de investigacién de la Dra. Verfaillie 1> 9101

que poseen
capacidad de diferenciacion in vitro hacia tipos celulares derivados de las tres
lineas embrionarias. Otro tipo de célula madre que esta presente en la MO
adulta es el denominado hemangioblasto (célula que previamente se creia
limitada a etapas precoces del desarrollo embrionario), con capacidad de

diferenciacion tanto a linea hematopoyética como endotelial ['9%1%%,

Diversos autores, han descrito otros tipos celulares en la médula 6sea y
dependiendo del método y/o caracteristicas de los mismos los han denominado
de distinta forma. Asi, podrian existir en la MO las llamadas células MIAMI (del
inglés “human marrow isolated adult multilineage inducible cells”) o las células
VSEL (del inglés “very small embryonic-like stem cells”). Finalmente, junto a
éstas existen otras células madre mas restringidas en su capacidad de
diferenciacion y descritas con anterioridad, como las células progenitoras

hematopoyéticas (CPH) y las células stem mesenquimales (CSM), sobre las
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que profundizaremos en el presente trabajo. Las CPH, son las encargadas de
la regeneracion del tejido hematopoyético y por tanto, de mantener la
produccion celular durante toda la vida del individuo para cubrir el recambio

celular que se produce continuamente.

El interés por estas células ha ido creciendo debido a las posibles funciones
que pueden desarrollar gracias a su papel, como células progenitoras del
estroma medular, en el soporte de la hematopoyesis y también por su actividad
inmunoreguladora ', Se ha demostrado también la multipotencialidad de
dichas células, la posibilidad de diferenciarse hacia distintas estirpes celulares
y su papel en el transplante de células progenitoras hematopoyéticas (CPH).
La interaccion entre las células del estroma y las CPH es fundamental para

mantener una hematopoyesis eficaz !'%""1%,

1.7.1.1.1 Caracterizacion de las CSM

A la hora de identificarlas, en cultivo estas células suponen una poblacién
heterogénea de células de aspecto fibroblastico y morfologia fusiforme .
Ahora bien, los datos existentes sobre su caracterizacion indican que estas
células comparten caracteristicas inmunofenotipicas con células endoteliales,
epiteliales y musculares """l Ademas carecen de marcadores especificos
de otros tipos celulares presentes en MO o en sangre periférica, como son:
CD14 (monocitos), CD34 (célula stem hematopoyética), CD45 (marcador

panleucocitario) o CD19 (linfocitos B) ['8:95114-117.119]
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Sin embargo, todavia no disponemos de unos criterios fenotipicos bien definido
que caracterice a las CSM, pues no conocemos un marcador de superficie
unico que identifique correctamente y con seguridad las CSM. Por ello, es
necesario efectuar tinciones fenotipicas, positivas y negativas que permitan
conocer estas células aunque no estan libres de discusion. Esto se complica
con el hecho de que las CSM presentan caracteres comunes con otros tipos
celulares como pueden ser células endoteliales, epiteliales o musculares. Las
CSM expresan varios tipos de marcadores de superficie como CD9, CD10,
CD13, CD44, CD54, CD55, CD90, CD105, CD166, D7-FIB y son negativas

para CD14, CD34, CD45y CD133.

Cuando se aislan por fraccionamiento y gradientes de densidad, permanece
una mezcla heterogénea de células con una proliferacion variada y diferentes
potenciales de proliferacién. Sin embargo, para una aplicacién terapéutica
correcta y una comprension rigurosa de las CSM, se requiere una mejor
definicion de qué es una CSM. En la tabla siguiente se establece 16 proteinas
de superficie, que permiten conocer por su marcaje o porque no marcan, las
CSM. La mayoria de los marcadores son positivos 0 negativos igualmente en
CSM humanas y en ratén, aunque el problema actual es que no disponemos
de un marcador positivo, Unico y caracteristico, para las CSM. Kolf et al '*!
recomiendan Stro-1, CD73 y CD106 como los marcadores con mayor

efectividad (Figura 40).
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TIPO DE MARCAJE | ANTIGENO DE SUPERFICIE

Stro-1
CD 13
Positivo CD 29
CD 44
CD73
CD 105
CD 106

CD 11b
Negativo CD 31
CD 34
CD 45
CD 117

SCA-1
Variable CD 10
CD 90
Flk-1

Figura 40. Antigenos de superficie de CSM (Kolf et al)

Ademas, las CSM son positivas para muchos marcadores de superficie: CD105
(SH2), CD166 (ALCAM), CD54 (ICAM-1), CD55, CD13 (APN), CD73 (SH-3,
SH-4), CD90 (Thy-1) y CD44 y negativos para marcadores de superficie
propios de las células hematopoyéticas, como son: CD34, CD45, CD14, CD31,
CD133 y CDS50. Las CSM no expresan CD11b, un marcador celular
inmunoldgico, ni glicoporina-A, un marcador de linea eritroide o CD45, un
marcador de células hematopoyéticas. Tampoco el CD31, expresado en
células endoteliales, hematopoyéticas y progenitoras, aunque hay diferencias
entre los diferentes estudios dependiendo por el método de cultivo y el estudio

de diferenciacidén celular. Hay otros muchos marcadores expresados por las
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CSM que no son tenidos en cuenta por su falta de consistencia en la expresion,
especificidad o por falta de suficientes datos, como son CD271/NGFR, CD44,

CD29, CD13, Flk-1/CD309, Sca-1y CD10 "],

En la actualidad, por tanto, no se conoce ningun marcador especifico que
defina a las CSM. Por este motivo y para evitar la dificultad a la hora de
comparar diferentes trabajos sobre las CSM, la sociedad internacional de
terapia celular (ISCT, del inglés “Internacional Society for Cellular Therapy”)

propone unos criterios minimos para definir una CSM '
Estos criterios son:

1. Las MSC deben tener capacidad de adherencia al plastico, cuando se

mantienen en condiciones estandar de cultivo.

2. Deben expresar determinados marcadores (CD105, CD73 y CD 90) y no
expresar otros marcadores especificos de diversas lineas hematopoyéticas,
como CD45 (panleucocitario), CD34 (células progenitoras hematopoyéticas),
CD14 o CD11b (monocitos), CD79 alfa o CD19 (linfocitos B), ni tampoco
expresar moléculas de clase Il del complejo mayor de histocompatibilidad

mayor (HLA-DR).

3. Las CSM deben mostrar capacidad de diferenciarse in vitro, hacia

osteoblasto, adipocito y condroblasto.

Otra caracteristica interesante de las CSM es la capacidad para secretar

multiples citocinas ya sea en reposo o tras estimulacion. Estas citocinas
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incluyen, tanto factores de crecimiento hematopoyético como no
hematopoyético y sugieren que las CSM estan implicadas en el desarrollo del
estroma medular y por tanto, de las propias células mesenquimales por

mecanismos autocrinos.

Ademas, se ha demostrado también, la presencia de receptores para citocinas
y factores de crecimiento. La interaccion entre los distintos factores y sus
receptores hace pensar que las CSM estan implicadas de forma dinamica en el

mantenimiento del microambiente celular ['3122

1.7.1.1.2 Potencial de diferenciacion

En los primeros estudios sobre células mesenquimales se estudio la capacidad
de éstas para diferenciarse unicamente hacia células del tejido al cual
pertenecian. Sin embargo, estudios posteriores han ido demostrando su
capacidad de diferenciacién hacia multiples lineas '?*l. Una de las formas de
identificacion de las CSM, es su capacidad para diferenciarse in vitro hacia
hueso, grasa y cartilago "?Y. Ademas, las CSM pueden diferenciarse hacia
otros tejidos como tenocitos, miocitos esqueléticos y otras células del

mesodermo '8 125:126]
Como ya hemos dicho, segun la sociedad internacional de terapia celular, la

diferenciacion a adipocito, osteoblasto y condrocito es necesaria para la

caracterizacion de las CSM:
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Diferenciacion a osteocito

La diferenciacion osteogénica requiere la presencia de [(-glicerolfosfato, acido
ascorbico-2-fosfato, dexametasona y suero bovino fetal. La diferenciacion se
hace evidente al adquirir las células, morfologia osteoblastica y por la
expresion de la actividad de la fosfatasa alcalina, apareciendo incluso

depdsitos de calcio, que se observan tras la tincion con BCIT-NBT.

Diferenciacién a adipocito

Para estimular la diferenciacién hacia adipocito, las CSM deben incubarse con
dexametasona, insulina, isobutilmetilxantina e indometacina. En este caso se
ven vacuolas lipidicas dentro de las células y expresan el receptor PPAR
gamma 2 lipoproteinlipasa y la proteina acida P2 ['®. Con el tiempo las
vacuolas lipidicas se van agrupando y llenando el citoplasma celular. Estos

acumulos de lipidos se estudian histolégicamente con oil red O !'?4,

En distintos estudios, se ha tratado de identificar el mecanismo que regula la
conversion de las CSM en adipocito. EI PPAR gamma 2, es un activador de la
diferenciacion hacia adipocito, mientras que actua negativamente sobre la

diferenciacion a osteoblasto %,

Esto hace pensar en una relacion reciproca entre la osteogénesis y la
adipogénesis, de forma que la diferenciacion por un camino restringe la

expresion de genes especificos del otro linaje 1'%,
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Diferenciacion a condrocito

Para la diferenciacion cartilaginosa la metodologia es algo diferente a las
anteriores, puesto que debe realizarse en un tubo Falcon para que se pueda
expandir en tres dimensiones. De este modo se mantienen las células sin
suero y en presencia de TGF-f, hasta que pierden su morfologia fibroblastica y
comienzan a expresar componentes cartilaginosos especificos.

La presencia de TGF-B siempre se ha considerado necesaria "%

, pero
estudios recientes ['*2, con médulas de origen bovino han demostrado que no
hay diferencias en los resultados cuando los cultivos se realizan en ausencia

de TGF-.

Ademas de estos tejidos, el abanico de posibilidades de diferenciacion de estas
células es muy amplio. Todos lo estudios tanto in vitro como in vivo,
demuestran que la poblacién de células mesenquimales puede diferenciarse
hacia distintos linajes. Se conoce como mesengénesis, el proceso por el cual
se diferencian los distintos tejidos mesenquimales a partir de las CSM. Asi
durante el estado adulto, los vertebrados conservan la capacidad de reparar
sus huesos, cartilagos, tendones, musculos, el propio estroma medular, el

tejido adiposo y cualquier otro tejido conectivo >3,
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1.7.2 Las células estromales de la médula

En el organismo nacido, las CSM residen en la porcion luminar de los
sinusoides medulares y forman una red celular tridimensional que recubre la
red de sinusoides. Estas dos redes salen de la ramificacion de las arteriolas
terminales de la médula y su capa adventicia respectivamente. Las células
adventicias son elementos mielo-soportadores que se pueden convertir
directamente en adipocitos y pueden generar osteoblastos in vitro. Las células
estromales de la médula, se establecen en la cavidad medular al formarse un
anillo éseo y antes del comienzo de la hematopoyesis. Paraddjicamente,
aparece y funciona el tejido en el cual residen los precursores osteogénicos
después rediferenciarse los osteoblastos. El anillo éseo primitivo, establecido
por estos osteoblastos, se erosiona por los osteoblastos para permitir la
invasion vascular y la formacion de una cavidad medular. Los vasos traen a la
cavidad medular las células osteogénicas, que se han diferenciado
previamente en el periostio y se disponen como células perivasculares. El
desarrollo de sinuosidades, caracterizados por un fluido vascular lento y muros
endoteliales permeables, permiten la siembra en el medio extravascular con las
células hematopoyeéticas troncales (HSC), que interactuan con el ambiente

estromal primitivo que permite la hematopoyesis.

Finalmente, se forma una red continua de células en el espacio medular que se
extiende desde el lumen de los vasos hasta las superficies 6seas a través de
las células estromales entremezcladas con células hematopoyéticas. Esto

explica la continuidad fisica, biologica del hueso y la médula 6sea que
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constituyen un organo unico. Las células estromales en la primitiva médula
0sea no hematopoyética aparecen como preosteoblastos, mientras que las
células de la meédula activa hematopoyéticamente son quiescentes
mitdticamente pero siguen expresando los marcadores osteoblasticos,

fosfatasa alcalina a niveles elevados.

1.7.2.1. Células progenitoras mesenquimales

Los estudios de Friedestein et al ©® **'% sirvieron para la identificacién de esta
poblacion celular, por su capacidad para formar colonias de aspecto
fibroblastico in vitro, ademas de cuantificar su presencia entre las células
mononucleadas (CMN) de la MO (1 por cada 104-105 CMN). También se
demostré su capacidad de diferenciacion hacia otros tipos celulares y para

generar el microambiente hematopoyético 314,

La formacion de la cavidad medular y el estroma medular requiere el factor de
trascripcion cbfa1, que controla la diferenciacion osteogénica y conduce a la
formacion 6sea. La médula ésea es un centro para el desarrollo de ingenieria
tisular, no sélo el 6rgano donde se encuentran dos tipos de células bien
diferenciadas (HSC y SSC) (estromales y hematopoyéticas), también donde se
pueden encontrar los progenitores de un numero muy variado de tejidos. La
separacion entre tejido mesodérmico, tejido hematopoyético y las lineas
celulares esta desapareciendo, pues las células capaces de regenerar los
vasos sanguineos, el musculo esquelético y el musculo cardiaco también se

encuentran en la médula 6sea. El potencial inesperado para la biogénesis y la
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cardiomiogénesis se han adscrito tanto a las HSC como a las CSM en la
meédula. Las SSC pueden, tal vez, transformarse en neuronas o glias, las HSC
de ratdn pueden regenerar las células hepaticas y también las células capaces

de regenerar el hueso se pueden encontrar en la sangre.

Posiblemente las HSC son mucho mas de lo que pensamos actualmente, las
células multipotenciales troncales verdaderas con mayor potencial, que en
condiciones normales estan dedicadas a la hematopoyesis. Las células
medulares tienen la ventaja de ser faciles de obtener y cultivar a partir de un
organismo adulto y las células HSC pueden ser aisladas y purificadas de un

organismo ex Vvivo.

1.7.3 Las CSM y el nicho hematopoyético

La hematopoyesis durante la vida fetal y la diferenciacion hacia las células
sanguineas en la vida adulta, depende de la existencia de un microambiente
que aporta las sefales necesarias a través de factores solubles e interacciones
celulares. Las células que constituyen este micro ambiente, definidas como el
nicho hematopoyético, derivan de un progenitor comun de origen mesenquimal
42 Atendiendo a la evidencia de que la formacion y resorcion éseas son
necesarias a la hora de establecer el desarrollo hematopoyético, es de prever
que los osteoblastos tengan un papel crucial en la hematopoyesis y recientes
estudios, demuestran que son un factor importante del nicho hematopoyético
[143-144].

Para la hematopoyesis medular se han definido al menos tres

compartimentos especializados: nichos 6seos, con los osteoblastos; el estroma
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medular con células reticulares, fibroblastos, adipocitos, células endoteliales y
macrofagos; los adipocitos que constituyen el espacio no hematopoyético

dentro de los huesos largos "%,

El concepto de nicho en las CSM es importante pues estas células no estan
aisladas en la médula 6sea de los mamiferos. Este concepto lo introdujo
Schofield, considerando todos los elementos que rodean las CSM cuando
estan en su estado nativo, incluyendo las células no troncales que estan en
contacto con ellas, la matriz extracelular y las moléculas solubles encontradas
en el mismo medio. Todos los elementos actuan conjuntamente para mantener
las células troncales y que se diferencien cuando sea necesaria la

regeneracion o repoblacion de un tejido.

Parece que el nicho de las CSM tiene una naturaleza perivascular basado en la
expresion de actina-a de musculo liso (aSMA) en las CSM aisladas y en la
localizacion inmunohistoquimica con CD45-/CD31-/Sca-1+/Thy-1+ en células
perivasculares. Ademas, se ha visto que las CSM se han identificado con
marcadores Stro-1 y CD146 formando lineas alrededor de los vasos en la
meédula 6sea y pulpa dental. Estas células expresan aSMA y algunas expresan
3G5, un marcador celular de superficie relacionado con los pericitos. Se ha
hipotetizado incluso, que las CSM son de hecho pericitos ya que también se
diferencian en osteoblastos, condrocitos y adipocitos. La localizacién de CSM
en los nichos perivasculares le darian facilidad de acceso a todos los tejidos y
contribuye a la creencia de que las CSM pueden reparar muchos y diferentes

tejidos.
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El microambiente de la médula ésea es muy complejo. No s6lo contiene HSC y
CSM, hay otros muchos tipos de células como son los macrofagos adherentes,
antigenos, células dendriticas, endoteliales y células de origen mesenquimal
como son los osteoblastos y adipoblastos. Las CSM se diferencian y producen
tejido mesenquimal dentro y fuera de la médula ésea incluyendo el propio
estroma medular, hueso, cartilago, tendon, grasa y musculo. Sin embargo, las
sefales extra o intracelulares necesarias para mantener el desarrollo del
microambiente de ambas en la médula 6ésea es muy distinto. Una
caracterizacion de las interacciones celulares, bioquimicas y moleculares de las
CSM en su nicho es necesario para entender como se regulan las células in

vitro.

Liechty et al trasplantaron CSM en el utero de ovejas prefiadas, inyectadas en
la cavidad peritoneal del feto. La oveja recién nacida fue sacrificada 13 meses
después de la inyeccion. Estudiando el bazo, higado, pulmoén, médula ésea,
timo cerebro, corazon, musculo esquelético, cartilago y sangre se analizaron y
caracterizaron las CSM, demostrando que contribuyen de alguna forma a la
formacion de los condrocitos, adipocitos, miocitos, cardiomiocitos, células
estromales de la médula 6sea y estroma timico. No se encontraron signos de
rechazo, lo que demuestra que tienen propiedades inmunoldgicas unicas

ademas de sus caracteristicas multipotenciales [,

Un aspecto relevante es que el medio medular éseo es hipoxico. Comparando
las CSM humanas cultivadas en condiciones de hipoxia frente a condiciones

normales (2% y 20% de oxigeno) muestran que su capacidad proliferativa es
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muy superior en la primera '*®!. Es decir, la hipoxia es necesaria para mejorar

la proliferacion de las CSM y mantener su plasticidad.

1.7.3.1 Otras fuentes de obtencion de CSM

La posibilidad de obtener CSM de distintas especies y localizaciones ha sido
objeto de reciente interés. Las CSM pueden, por un lado, aislarse de multiples
especies. Las mas conocidas son aquellas de origen humano, raton y rata
(81471 Ahora bien, la posibilidad de aislarlas de otras especies tales como
babuinos, ovejas, perros, cerdos, vacas y caballos aportan una mejor

oportunidad para comprobar sus posibilidades terapéuticas en mamiferos

[131,132,148,149]

En cuanto a las localizaciones como es esperable por su facil accesibilidad, la
fuente mejor estudiada es la médula 6sea, aun sabiendo que su presencia en
dicho tejido representa solamente 0,01-0,0001% de las células nucleadas de
una medula 6sea humana. Ahora bien, se han conseguido aislar CSM de
recolecciones de células madres de sangre periférica movilizada "% (la
modalidad de donacion de progenitores hematopoyéticos de uso mas
extendido en la actualidad ['®"') de muestras fetales obtenidas durante el primer
trimestre de embarazo tanto sanguineas, como de higado o médula Osea,
pulmén fetal, de las vellosidades coriogénicas de la placenta y del fluido
amnidtico 4% Una pequefia proporcién de CSM puede también ser aislada
de sangre procedente del corddn umbilical, de sangre periférica del adulto y de

mujeres sanas durante el embarazo ['°¢"%8],
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En este caso parecen ser células de origen fetal que persisten en el organismo

durante mas de 60 arios ['°°!

Otros trabajos proponen otros tipos de fuentes tan variadas como pueden ser
la grasa, foliculos pilosos, tejido del cuero cabelludo, ligamentos periodontales
y tejidos prenatales como la placenta, medula 6sea fetal, sangre, pulmédn,

higado o bazo [1%% 191611

1.7.4 Remodelacién y renovacién

Muchos tejidos con células adultas contienen poblaciones de células con
capacidad para renovarse después de un trauma, enfermedad o con la edad.
El problema que se plantea es si son soélo las CSM o es el conjunto de células
del tejido las que se diferencian, cada una de ellas en dos o tres lineas. Las
células postnatales diferenciadas del sistema estromal pueden adoptar
fenotipos alternativos de otras células del mismo sistema, tanto in vivo como in
vitro. También las células reticulares adventicias humanas fosfatasa alcalina
positivas que normalmente funcionan como elementos mielosoportadores,
pueden acumular grasa de forma rapida y aparecer como adipocitos actuando
como mielosupresores in vivo. Estas células son capaces de girar
dinamicamente entre dos fenotipos “terminales” reconocidos (reticular y
adipocito) de la progenie de las CSM. Este fenbmeno refleja la plasticidad del
sistema estromal de la médula désea y la diferencia del sistema
hematopoyético. La plasticidad de los fenotipos diferenciados en el sistema

estromal implica que el compromiso y la diferenciacion pueden ser no
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irreversibles, tanto las células completamente diferenciadas, como en
condrocitos hipertroficos o células estromales, que siguen la corriente de una
CSM putativa indiferenciada que puede diferenciarse simultaneamente y de

forma multipotencial.

La fase solida de los tejidos mesodermales necesita ser plastica. La relevancia
fisiologica de los fenomenos de la remodelacion de la matriz en organismos en
crecimiento y la integridad de los tejidos se ha ilustrado con el raton MT1-MMP
deficiente, un raton con un fenotipo de membrana tipo 1 metaloproteinasa de
matriz deficiente en el cual la remodelacion del tejido conectivo esta bloqueada
como resultado de una degradacion de la matriz, llevando a cambios adversos

en el tejido mesodérmico.

La remodelacién y adaptacién coordinada de tejidos de interfaz (hueso/tendon,
hueso/ligamento, hueso/cartilago, tendon/musculo) durante el crecimiento
organico requiere que las uniones fisicas entre los diferentes tejidos sea capaz
de girar en el espacio. Plasticidad y multipotencialidad de las células residentes
en el tejido mesodérmico puede ser crucial en tejidos conectivos y sus
progenitores, como la autorrenovacion es para la sangre y las células

hematopoyéticas.

La renovacion y los patrones asociados de replicacion celular y diferenciacion,
sirve para el relleno de células no adherentes de corta vida en un organismo de
larga vida, mientras que la flexibilidad fenotipica y la flexibilidad en el control de

la trascripcidn durante la diferenciacion, sirve para la adaptacion de los tejidos.
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La renovacion se refiere a los patrones biolégicos y mecanismos que preservan
el estado troncal indiferenciado. Se han utilizado “arrays” gendmicos para
identificar firmas moleculares que mantienen el estado troncal de las células,

incluidas las CSM.

La liberacion de factores que estimulan las células troncales in situ para iniciar
la regeneracion de un tejido, mas que su cicatrizacion, es un hecho que
empieza a ser conocido y depende de la dosis, falta de factores locales activos
e incapacidad para mantener un factor presente el tiempo necesario. Para
superar estos problemas han surgido las “matrices activadas génicamente” que
captan las células in vivo. Si la reconstruccion fue la frontera inicial de la
ingenieria tisular, la correccion génica es la siguiente. Las células troncales son
el ingrediente critico en la regeneracion tisular, pero también son la diana

critica de cualquier estrategia llamada a corregir un defecto genético.

Otro aspecto relacionado con el nicho es la transmision de mensajes de las
células troncales a los lugares de lesién y posteriormente, su capacidad de
reparar tejidos. Para ello son necesarios senales de las células
troncales/progenitoras desde el nicho hasta el lugar de la lesién y capacidad de
diferenciarse en el tipo de célula requerida. En animales sanos las CSM son
capaces de recibir un mensaje en los diferentes tejidos. Es interesante la
capacidad de una CSM para mandar un mensaje y esta relacionada en parte,
con la expresiéon de Stro-1. Las HSC que son células Stro-1+ son capaces de
establecer sefiales y anclarse en la mayoria de los tejidos estudiados

ayudando en su supervivencia.
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Se sabe es que las lesiones alteran el patron de migracion y diferenciacion de
las CSM afnadidas exdgenamente. Por su parte, las células dafiadas son
capaces de secretar también sefales de diferenciacion. También hay que tener
en cuenta que las células maduras no siempre inducen diferenciacion de CSM
a lo largo de su propia linea. El contacto directo con condrocitos induce
osteogénesis pero no condrogénesis. Evidentemente, el medio de una CSM es

un factor critico para definir su identidad 1'%,

Las CSM también se han aislado de otros muchos tejidos de origen no
mesodérmico como son el cerebro, el bazo, higado, riidn, pulmon, timo y
pancreas de raton, todas las células mantienen una morfologia similar e
inmunofenotipo después de muchos pases. No se han identificado CSM en
sangre periférica tras tratamientos de quimioterapia o con factores de
crecimiento. Ojeda-Uribe et al no identificaron CSM en sangre periférica
después de quimioterapia o tratamiento con factores de crecimiento %%,
tampoco Wexler et al demostraron CSM en el flujo vascular periférico ['**. Ni
Lazarus et al consiguieron cultivar CSM de sangre periférica en pacientes

tratados con quimioterapia 1'%,

Sin embargo, otros autores han tenido mas éxito, Luria et al demostraron CFFu
junto a las células nucleadas en la sangre periférica del cobaya ['*® y Huss et al
aislaron células tipo fibroblasticas adherentes CD34- de sangre periférica del
perro "®"). Zvaifler et al por su parte, estimaron que el nimero de CSM en
sangre periférica en el adulto es muy bajo, entre 0,5 — 5 por millén de las

células mononucleadas '°8).
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1.7.5 Aislamiento de las CSM

Se disponen de numerosos protocolos para obtener CSM. Los métodos mas
sencillos incluyen su caracteristica de células adherentes, por lo que fueron
descubiertas por Fridenstein et al. Se coloca un pequeino trozo de hueso
directamente en el interior de un frasco de cultivo o sobre una placa y las

células crecen sobre la base de plastico del frasco.

Una modificacion de este protocolo incluye la densidad de centrifugacion de la
médula désea, que incluye el uso de soluciones de alta densidad con baja
viscosidad y baja presion osmotica para conseguir la fraccion mononucleada
de la médula 6sea que contiene CSM. Subsecuentemente, la adherencia al
plastico se produce en la poblacién de CSM. El numero inicial de CSM puede
aumentar hasta un 36% con la recoleccion y recolocacién en un nuevo frasco

de la poblacion celular inicial no adherente, que es lavada.

Con cualquier método, el sistema debe procurar la pureza de las CSM sin
contaminacion con otro tipo de células como son las hematopoyéticas. Para
evitarlo, se han propuesto dos técnicas muy similares, la seleccion magnética y
las células las activadas por fluorescencia. La seleccion magnética utiliza
epitopes positivos para CSM, los cuales estan marcados con anticuerpos sobre
bolitas magnéticas. La aplicacion de un campo magnético externo separa las
células marcadas positivas de las negativas. La seleccion de células activadas
por fluorescencia (FACS) es un método alternativo para aislar CSM por el cual

una poblacion de células heterogéneas, de sangre, médula Osea, etc., son
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caracterizadas y separadas segun la intensidad de la fluorescencia que emitan.
El citrdmetro aislara unicamente aquellas células cuya emision de luz se
encuentra en los parametros definidos. Mas especifico es marcar uno o mas
anticuerpo monoclonales con una tincion fluorescente para que se adhiera a
una poblacion especifica de células. Las células segun sean negativas o
positivas para estos anticuerpos, seran incluidas o excluidas de los tubos
colectores. Se han utilizado un gran numero de anticuerpos con esta técnica

segun el perfil fenotipico de las CSM.

Una fuente alternativa para obtener CSM de la médula 6sea o también de
tejidos sdlidos, hueso, cartilago o grasa, es hacer un tratamiento con
colagenasas, enzimas capaces de romper las uniones peptidicas en la triple
hélice de la molécula de colageno. De esta forma, las células se liberan del

tejido y pueden ser recogidas por medio de lavado y centrifugacion.

La cantidad de CSM obtenidas por este sistema es muy superior a la
centrifugacion de la médula 6sea. Aunque diferentes autores sugieren que las
células obtenidas de uno y otra son idénticas, tanto en el potencial de
diferenciacién como de las caracteristicas fenotipicas. Thomas et al 1'®® han
llegado a la conclusidon que las células aisladas por medio enzimatico poseen
mayor actividad metabdlica, nivel de proteinas intracelulares y produccién de

calcio comparado con las aspiradas.
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1.7.6 Expansion y cultivo

La expansion de las CSM puede estar afectada por diferentes factores
dependientes del donante o de la técnica empleada. Pero las CSM pueden
expandirse de forma considerable en un corto periodo de tiempo, con
aumentos de hasta mil veces, en dos o tres semanas. Ademas, las CSM
pueden proliferar unas 19 veces sin perder su propiedad de proliferar y
diferenciarse. Sin embargo, la expansion reduce gradualmente el potencial
maximo de diferenciacién de las CSM. Las células pueden envejecer perdiendo
capacidad para crecer, llegando a la apoptosis. La transcripcion retroviral con
un gen humano de telomerasa, puede extender las células con mas de 260
pases sin pérdida de su capacidad para diferenciarse en diferentes lineas. Por
otro lado, hay datos que sugieren que los cultivos prolongados pueden adquirir
espontaneamente un potencial cancerigeno. El efecto cardioprotector
estudiado de las CSM, se reduce después de 5 a 10 pases, posiblemente por
la pérdida de potencial de liberacion del VEGF. Estos sueros, no estan exentos
de problemas cuando se aplican en clinica, por el potencial efecto de transmitir

enfermedades y crear posibles reacciones inmunolodgicas.

Otro tema de interés es la forma de cultivar las células. El cultivo monocapa es
el mas clasico y economico para expandir las CSM. Los cultivos en monocapa
crecen en frascos de vidrio o de poliestireno, discos o frascos de cultivo. Los
recipientes de plastico se tratan de forma adecuada para obtener una buena
adherencia celular a la pared del frasco. El cultivo celular requiere, ademas,

una temperatura de 37° y una atmodsfera humidificada con un 95% O2.
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Generalmente el medio de cultivo se cambia cada 2 o 3 dias y cuando las
células alcanzan la confluencia son tratadas con tripsina y depositadas en dos

nuevos frascos.

También se han propuesto diversos sistemas para cultivar CSM
tridimensionalmente incluyendo alginato, acido hialurénico, colageno, fibrina y
chitosan y formar, asi, el andamiaje para encapsular y soportar las CSM. Los
inconvenientes encontrados con los sistemas 3D es que la proliferacion es mas
lenta y desigual. Los biorreactores reproducen las condiciones ambientales de
las células con una menor tensidn de cizallamiento, microgravedad, mejor

distribucion de los nutrientes y eliminacion de deshechos.

1.7.7 Factores de crecimiento proliferativos

Durante la expansion se pueden aplicar factores de crecimiento para aumentar
el tiempo y mejorar el rendimiento de las células. El FGF (Fibroblast Growth
factor) es un mitbgeno que puede emplearse. Aunque también se ha descrito
que produce HLA-DR, induce Stro-1 y disminuye la regulacion de CD44, asi
como los niveles de diferenciacion. Es posible utilizar otros factores como

PDGF-BB, EGF, IGF, TGF-b1 o bajos niveles de radiacion con laser.

El factor inhibidor de leucemia (LIF), los FGFs y el Wnts (mammalian

homologues of Drosophila wingless), entre otros factores de crecimiento y

citocinas, estan implicados en el mantenimiento de la “troncalidad” de las CSM.

121



Introduccion

El FGF2 mantiene el estado troncal de las CSM, prolongando su viabilidad en

los cultivos.

1.7.8 Biologia de las CSM

Las células estromales de la médula, un tipo de células que muestra una gran
plasticidad son, de hecho, células perivasculares, semejante a los pericitos
retinales, las células perivasculares del sistema nervioso central. Se ha
propuesto que los distritos microvasculares, pueden constituir el nicho
especifico donde los progenitores multipontenciales son retenidos en los tejidos

adultos.

La caracteristica mas importante de las CSM obtenidas en el hueso es su
capacidad de diferenciarse indiferentes tipos celulares in vitro. Las células
aisladas del aspirado de médula 6sea es lo que conocemos como CFU-F
(fibroblat colony-forming units) y muestran un potencial de diferenciacion
hematopoyética. EI comportamiento no hematopoyético de la médula dsea,
consiste en una poblacion heterogénea de células. Morfologicamente las CSM
son células fusiformes cuboides, como fibroblastos, dificiles de distinguir de las

otras células obtenidas del aspirado medular.

Para identificar las CSM in vitro, los investigadores se aprovechan de dos
caracteristicas de estas células. En primer lugar la capacidad de adherirse al
plastico de cultivo. Excepto los monocitos, las células hematopoyéticas no lo

hacen y se pierden con el lavado. La segunda caracteristica es que las CSM
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son positivas para un numero especifico de marcadores de superficie y

negativos para los marcadores hematopoyéticos.

Las CSM son células estromales no hematopoyéticas que se aislan
inicialmente de la médula ésea aunque también de otros érganos y estructuras
del adulto. Tienen una diferenciacién multilineal siendo capaces de alcanzar
diferentes tipos celulares como son los osteoblastos, condorcitos, miocitos,

adipocitos, tenocitos y posiblemente, también células neurales.

Las CSM, en el organismo adulto, representan reservorios de células
reparadoras sin ninguna caracteristica especifica para ningun tejido. Las
sefales que disparan el proceso podrian ser la propia lesion, la inflamacion o la
necrosis. Se ha visto que estas células migran y colonizan una lesion después
de su inyeccidn intravenosa y acuden a la lesién cuando se inyectan en la

cavidad articular.

El transplante de CSM en un sistema abierto, como puede ser el espacio bajo
la capsula renal que genera un osiculo quimérico, es una estructura que
reproduce la histologia y arquitectura del hueso en miniatura y compromete a
los tejidos tanto donantes como receptores. Este resultado puede demostrar
que las células estromales huésped proveen la estructura mientras que las
células donantes llevan la hematopoyesis. También se pueden trasplantar
células en camaras de difusion que evitan la migracion de las células
hematopoyéticas en los tejidos estromales. En estas condiciones se producen

un abanico de tejidos conjuntivos, cartilago, hueso, fibroso, adipocitos, a partir
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de las células donantes. Este hecho provocd que los primeros investigadores
considerasen que el cartilago, grasa, hueso y otros tejidos conectivos derivan

de un ancestro comun, la célula estromal.

La morfologia celular y los indices de proliferacion cambian considerablemente
dependiendo de la habilidad para formar estructuras modulares o multicapa. La
expresion de diferentes marcadores de los fenotipos osteoblasticos,
condrogénicos y adipogénicos no depende soélo de las diferentes
deformaciones celulares sino también del tiempo de cultivo. Es mas, en los
trasplantes algunos CFU-Fs forman hueso y mantienen la hematopoyesis y
adipogénesis, otras solo forman hueso, mientras que otras construyen tejido

conectivo Unicamente.

Desde que se comenzaron a utilizar marcadores especificos se han podido
conocer mejor las verdaderas células troncales estromales, una poblacion
heterogénea de células estromales adherentes que no se renuevan
indefinidamente o presentan un multipotencial homogéneo. Las CSM
supuestamente purificadas reproducen todas las virtudes conocidas y también
los vicios de las CFU-F de la médula como un todo, excepto que estas células

se obtienen con una eficacia menor que con los protocolos iniciales.

1.7.9 Biologia de las CSM in vitro

Cada vez se conoce mas el proceso que dirige la diferenciacion de los CSM en

osteoblastos, condrocitos y tejido adiposo. En muchos casos es un sistema
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sencillo el que dispara las sefiales moleculares requeridas para inducir
diferentes tipos de tejidos. La secrecion de proteinas conocidas como Wnts
estan implicadas en diferentes programas de diferenciacion como la
osteogénesis, mientras que la falta de expresion de la telemerasa aumenta la

expansion de las CSM in vitro y el potencial de diferenciacion osteogénica.

La técnica ideal de ingenieria 6sea debe obtener un numero suficiente de
células progenitoras en la toma inicial, costo bajo y tiempo corto de cultivo
celular para poder ser implantado por el paciente en el mismo acto quirurgico.
En los aspirados medulares a pesar de obtener una poblacion heterogénea el
proceso es doloroso, la fraccion total de CSM presente en la médula es baja
(0,001-0,01% o, aproximadamente, 1 CSM por 105 células estromales
adherentes) y precisan ser cultivadas un tiempo largo in vitro antes de disponer

de las suficientes células.

Comparadas con las CSM de la médula é6sea, las células adiposas son mas
faciles de obtener, con anestesia local, sin provocar dolor al paciente, minima
morbilidad y se disponen en gran numero, aproximadamente 4 x 107
células/100 cm?® de los aspirados grasos frente a 1 x 105 células/30 cm® de los
aspirados de meédula Osea. Disponer de mayor cantidad de CSM en la
obtencion reduce la cantidad de tejido necesario y reduce o elimina el coste y

una larga expansion de las células ['?".
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1.8. Biomateriales en la terapia celular.

Los biomateriales (BM) son esenciales en la terapia celular ya que son
componentes basicos para formar una matriz de sostén y juegan un papel
importante en la regeneracion tisular. Se usan en multiples terapias celulares
como sustitutos de la funcion mecanica y de la matriz extracelular del tejido que
se desea regenerar. Constituyen la estructura tridimensional para alojar las

células y los factores bioldgicos que generaran los nuevos tejidos %9179,

1.8.1. Principios basicos de los BM

El BM ideal para la terapia celular seria el que presentara las propiedades de
biodegradacion y absorcidn, pero sin generar una respuesta inflamatoria que
interfiera con la funcion celular y de los tejidos. Los BM incompatibles generan
respuesta inflamatoria y una respuesta de cuerpo extrafio que conlleva a su
expulsion o necrosis. Los BM deben tener una adecuada integridad mecanica
para soportar la formacion de tejido """, Estos materiales requieren tres
factores en la terapia celular, que son biocompatibilidad, biodegradacion,
estabilidad estructural y mecanica. Asi, permiten la posible localizacién y
permanencia de las “stem cells” en sitios especificos del cuerpo humano,
manteniendo la estructura tridimensional, que permite y dirige la formacion de
nuevos tejidos con su adecuada funcion. La estabilidad de los BM depende
primariamente de su estructura fisica, elasticidad, absorcion y poder de
degradacion quimica. Una microestructura porosa de los BM es considerada
como requisito esencial ya que las células lo necesitan para poder activar los

factores de crecimiento, oxigenacion y nutriciéon, usando cada BM segun las
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propiedades del nuevo tejido que se piensa generar.

El mecanismo de biodegradacioén de los polimeros se produce por una pasiva
hidrdlisis y como resultado se dan metabolitos como acidos monoméricos. La
degradacion depende del peso de las moléculas, del grado de cristalizaciéon y
el volumen del material. Otros factores que influyen en la degradacion son de
tipo quimico, estructural, condiciones de fabricacion, sitio de implantacion y

propiedades fisicas entre otras '’

Los BM son utilizados en terapia celular como una matriz extracelular artificial
que suplen las funciones bioldgicas, quimicas y fisicas de la matriz nativa. La
produccion y proliferacion de la matriz extracelular es crucial en la terapia

celular y se sabe que ésta afecta a la diferenciacion y funcién celular 7%,

1.8.2. Propiedades de los BM

Los BM pueden dividirse dentro de metales, ceramicas, materiales naturales y
polimeros sintéticos. Algunas veces, dos tipos de materiales pueden ser
combinados para formar una composicion, por ejemplo ceramica o materiales
naturales con polimeros sintéticos ['"*. Ambos materiales sintéticos y naturales
tienen algunas propiedades adecuadas para la formacién de la matriz

extracelular ['"% 1761,

El colageno es la proteina mas abundante en el cuerpo y ha sido utilizado en

muchas aplicaciones de la terapia celular. Contiene dominios de adhesion
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celular que sirven para la interaccion celular, es biocompatible y presenta

minima respuesta inflamatoria y antigénica degradandose por lisosomas "1,

El alginato es otro BM comunmente usado, esta compuesto por polisacaridos
es biocompatible y aprobado por la FDA, a diferencia del colageno no presenta
dominios reconocedores y el grado de la estructura mecanica es limitado,

presumiblemente se debe a la menor cantidad de iones.

Las queratinas extraidas desde las fibras del cabello humano han llegado a ser

un prometedor BM para la terapia celular por cuatro razones !'"®;

- Gran biocompatibilidad

- Facil extraccion como solucion.

- Contiene sitios de reconocimiento molecular donde se integran las células

- Los BM derivados de las queratinas han sido investigados como aplicaciones

meédicas como farmacos, ingenieria tisular, piel sintética e implantes cocleares.

Las matrices derivadas desde la submucosa intestinal porcina (SIS) y de la
vejiga (BSM) han sido usadas en muchas aplicaciones incluidas la formacion
de tejido de vejiga, fascias, uretra, vasos, cartilagos y huesos '™, Estos
materiales han mostrado ser biocompatibles y poseen habilidad para inducir la
proliferacion celular. Los polimeros sintéticos son atractivos por sus
caracteristicas de degradacion y su consistencia en la produccion. Por el
contrario, sus productos de degradacion causan efectos adversos o alteran el

microambiente local.
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Los BM mas usados en terapia celular son el PGA, PLA y copolimeros. Estos
productos estan ganando popularidad por su consistencia de fabricacion,
adecuadas propiedades mecanicas y biodegradacion. Estos materiales se
estan usando en suturas y en farmacos. El poliuretano es uno de los polimeros
mas usados como BM en biomedicina por su durabilidad, elasticidad,

resistencia, compliance y tolerancia ',

1.8.3. Tecnologia en la fabricacion de los BM

Los BM usados para la terapia celular requieren diferentes configuraciones,
dependiendo del resultado que se desea para generar cada tipo tisular. El
principal objetivo de la terapia celular es reparar y reemplazar el dafio tisular y
restituir su funcion. El sistema de inyeccion celular ha sufrido muchos avances,
es un proceso simple y no producen lesion tisular con su aplicacion pero su uso
es limitado donde no se puede inyectar. Para inyectar los BM se hacen de
forma liquida, gel o de hidrogeles. Para adecuar la funcion tisular del huésped
a la de los BM, se utiliza la biotecnologia que modifica la superficie de estos
materiales tanto quimica como fisicamente aumentando asi su
biocompatibilidad. Los procedimientos quimicos como la oxidacion, hidrélisis y

queratinizacion, cambian la superficie quimica y modifica la funcion de los BM

[180,181]

La adicion de moléculas bioactivas como enzimas, proteinas, secuencias
peptidicas y antibidticos afiaden funciones a los materiales. Modificar la
superficie de los BM consigue aumentar la especificidad de afinidad y el control

de la motilidad. Moléculas bioactivas como citocinas y factores de crecimiento
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son potentes reguladores de la funcidn biologica como es la migracion,
proliferacion y diferenciacion celular. Incorporar estas moléculas dentro de los

BM es otro de los avances de la terapia celular ['®?,

El BM ideal seria un sinérgico entre un componente con propiedades
mecanicas y el otro con compatibilidad bioldgica y fisioldgica. Por ejemplo los
BM naturales poseen microestructuras que contienen quimica vy
estructuralmente completamente definidos. Combinar este material con otro
sintético ofrecera tanto las ventajas de uno como las del otro. Los BM
pretenden similar la matriz extracelular, por eso es muy importante conocer la

estructura primaria de la matriz extracelular nativa del disco.

1.8.4. Biomateriales para la terapia celular

Varios materiales han sido usados para la aplicacion de la terapia celular en el
campo de la traumatologia en forma de inyeccién o implantes. Una de las
recientes aplicaciones de la terapia celular ha sido usando células del cartilago
suspendidas en alginato calcico para el tratamiento del reflujo e incontinencia
vesicoureteral 1'%, Otra aplicacion de las células derivadas del cartilago es
para reparar el cartilago articular dafado. Esta aplicacion requiere células
capaces de diferenciarse en cartilago que se consigue con la aplicacion de
factores bioquimicos y una estructura tridimensional porosa, que es aportada
por los BM capaces de generar un medio para el crecimiento de los condrocitos

y la formacién de la nueva matriz extracelular "84,

130



HIPOTESIS DE TRABAJO

131






2. HIPOTESIS DE TRABAJO:

¢Existen células madre en el nucleo pulposo de discos intervertebrales
cervicales degenerados, comparables a las de la médula 6sea?, al igual que

ocurre con las de la region lumbar.

El segmento lumbar esta sometido a carga y poca movilidad, el segmento
cervical mucha movilidad y poca carga. ¢ La diferente biomecanica implica una
diferente degeneracion discal, pudiendo influir en la caracterizacion y potencial

de diferenciacion de las CSM de NP cervical respecto a lumbar?.
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3. OBJETIVOS:

Para responder a la hipotesis nos plantemos los siguientes objetivos.

3.1 General: Identificar en pacientes con patologia cervical la presencia de

CSM en nucleo pulposo de discos intervertebrales cervicales degenerados.

3.2 Especificos:

1.

Aislar células con caracteristicas de CSM a partir de muestras de NP
cervical
Tipificar estas células mesenquimales halladas

Valorar y definir su capacidad de diferenciacion

. Compararlas con las presentes en médula 6sea de los mismos

pacientes
Comparar los resultados con los obtenidos para la region lumbar en

otros estudios.
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4. MATERIAL Y METODOS

4.1 Diseio

Se realiz6 el estudio en un grupo de 14 pacientes sometidos a cirugia vertebral
por patologia degenerativa (discopatia), obteniendo previo consentimiento
informado el material extraido del disco cervical que normalmente se desecha,
asi como 5-10 ml de aspirado de la MO de la cresta iliaca. Las muestras se
procesaron segun procedimientos estandar establecidos para la obtencién de
MSC, como nuestro grupo ha publicado previamente ??. El material discal fue
disociado mecanica, enzimaticamente y posteriormente cultivado en medio
estandar DMEM, con 10% de suero bovino fetal y al mismo tiempo se
obtuvieron a partir del aspirado, células mononucleadas de la MO tras
centrifugacion en gradiente de densidad y posterior cultivo con el mismo medio
antes mencionado. Se evalué la capacidad proliferativa in vitro de las MSC de
ambos origenes. Tras tres pases en cultivo las MSC obtenidas de ambas
fuentes fueron procesadas para su analisis morfolégico e inmunofenotipico y se
comprobé la capacidad de diferenciacion multilineal (adipocito, osteoblasto) en

ambos casos (Figura 41).
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Paciente
(Cirugia DIV)
Muestra disco intervertebral Muestra médula ésea

Gradiente de densidad

Disociacion mecanica y colagenasa (Ficoll)

Expansion hasta

e - . —
MSC-DIV 3er pase MSC-MO
(37°C, 5% CO2)
N %
~
Analisis inmunofenotipico Diferenciacion
CD105 Adipocito
CD166 Osteoblasto
CD45
CD90
CD34

CD19
CD14
HLA-DR

Figura 41. Disefio del estudio

4.2 Sujetos de estudio

Los pacientes incluidos en el estudio tenian edades comprendidas entre los 40
y los 70 afnos. Todos ellos precisaron una cirugia cervical por presentar una
mielopatia o radiculopatia, con degeneracién discal cervical. El procedimiento
quirurgico y el seguimiento se realizaron en el Hospital Universitario Fundacion
de Alcorcdn. El procesamiento de las muestras se realizd en el laboratorio de
Terapia Celular del Complejo Asistencial Universitario de Salamanca. A todos

los pacientes se les realiz6 una artrodesis cervical intersomatica por via
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anterior, utilizando autoinjerto. Se recogieron datos biodemograficos y clinico-
radiolégicos como edad, sexo, indicacion quirurgica, nivel fusionado cervical y

el grado de afectacién discal segn la escala de Griffith ['®°! (Figura 42).

Figura 42. Discopatia degenerativa

Se excluyeron pacientes con cirugia previa cervical, donantes de MO, que
hubieran recibido quimio o radioterapia, padecido leucemia, discrasia
sanguinea, patologia traumatica aguda cervical, fractura pélvica, procesos
tumorales activos, corticoterapia o alcoholismo. Todos los procedimientos, se
hicieron bajo aprobacién del Comité Etico de Investigacién Clinica (CEIC) del
Hospital Universitario Fundacién Alcorcon y de acuerdo con la Declaracion de

Helsinki de 1975, revisada en 2000.
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La media de edad fue de 48 afnos (rango, 34-74) y la proporcién mujer/hombre
fue 8/6. Once pacientes (79%) intervenidos por radiculopatia (RP) y tres
pacientes (21%) fueron intervenidos por mielopatia (MP). Los niveles de fusion
fueron, seis C5-C6 (43%), cinco C5-C6-C7 (36%), dos C4-C5-C6-C7(14%) y
uno C4-C5-C6 (7%). Respecto al grado de discopatia radioldgica ['®°, del disco

extraido, siete fueron de grado 5, tres de grado 4 y cuatro de grado 3 (Tabla 1).

“ o wn

1 74 XX MP C4-Cé 5
2 42 XX RP C5-Cé 5
3 60 XY MP C4-C7 5
4 37 XY RP C5-C7 3
5 50 XX RP C5-C7 5
6 43 XY RP C5-C7 3
7 50 XX RP C5-C7 5
8 51 XY RP C5-C7 4
9 34 XX RP C5-Cé 3
10 49 XY RP C5-Cé 5
11 40 XY RP C5-Cé 3
12 51 XX MP C4-C7 5
13 45 XX RP C5-Cé 4
14 47 XX RP C5-Cé 4

Tabla 1. Datos recogidos de los pacientes intervenidos
MP: Mielopatia.

RP: Radiculopatia.

Nivel Igx: Nivel quirurgico.

RM: Resonancia magnética.
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4.3 Desarrollo técnico

Se realizé una primera muestra con cultivo para comprobar técnica adecuada:

realizamos la muestra para validar la técnica, completando el procedimiento de
forma integra, programacioén, coordinacioén, cirugia, transporte y procesado de
la muestra con cultivo y crecimiento celular. Verificado, el resultado positivo de
crecimiento celular con la primera muestra, procedimos a realizar todas las

siguientes.

1- Técnica quirurgica:

Coordinados con el servicio de hematologia y el transporte, se programan los
pacientes, para realizar un procedimiento por dia quirurgico. Todas las cirugias
se realizaron por el mismo equipo quirdrgico de raquis (Figura 43), con el
paciente en decubito supino, bajo anestesia general y control de radioscopia,

realizandose discectomia con artrodesis reglada, via anterior con autoinjerto.

Figura 43. Intervencion quirurgica
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Se extrajeron 5-10 ml de médula 6sea mediante un trécar de forma percutanea
de la cresta ilicaca, 1/3 posterior de forma unilateral y se repartieron en dos
tubos por paciente heparinizados. Se extrajo un unico disco por paciente
conservado en un bote con medio RPMI (medio Roswell Park Memorial
Institute) afadido (Figura 44). Todo debidamente identificado, conservado en

nevera 4-8° hasta la llegada al laboratorio, entre 12-24 horas tras la cirugia,

donde fueron procesadas como se resume mas adelante.

Figura 44. Material de extraccion, conservacion de tejido y puncién cresta iliaca

2- Transporte de muestras:

Cada dia de cirugia, las muestras son transportadas desde el quirdéfano al

laboratorio, manteniendo la temperatura éptima y con la correcta identificacion

de las muestras mediante numeros, cumpliendo la ley de proteccion de datos.
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4.4 Obtencidén de células mesenquimales

4.4.1. Aislamiento de CSM en NP:

La muestra del nucleo pulposo se disocié mecanicamente en la campana de
flujo laminar y posteriormente digerida en presencia de una solucion con 0,02%
de colagenasa, durante 1 hora en agitacion a 37°C, con 5% de CO..
Posteriormente, las células obtenidas fueron incubadas en condiciones
habituales para la expansion de CSM, en medio DMEM con 10% de suero
bovino fetal y en las mismas condiciones de incubacion. El medio fue renovado
2 veces por semana y cuando la confluencia de la placa de cultivo superé el
75% de la superficie, tras tripsinizacion, las células fueron subcultivadas a una

densidad de 5x10° células/cm?.

Aislamiento y expansién

Las CMN se plantaron a una concentracion de 106 CMN/cm? en una placa de
cultivo que contenia DMEM con 10% de suero bovino fetal (SBF; Bio Whittaker,
Bélgica) y 1 % de penicilina-estreptomicina y se incubaron a 37°C en una
atmésfera con 5% de CO,. El medio se recambioé 2 veces por semana. Tras
alcanzar las células adherentes una confluencia mayor del 80% de la superficie
de la placa de cultivo, se procedié a subcultivar nuevamente las células a una
menor concentracion en nuevas placas de cultivo. Este procedimiento se
denomina "pase". Para realizar el pase del cultivo, se retirdé el medio de

expansion, se lavo con PBS y posteriormente se afiadio la tripsina (Gibco BRL,
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Paisley, Reino Unido) dejandola actuar de 6 a 8 minutos en el incubador a
37°C. A continuacion se afiadi6 medio con DMEM y 10% de SBF para
neutralizar la accidén téxica de la tripsina, se recogié la suspension celular
obtenida y se centrifugd durante 10 minutos a 1200 rpm, decantandose el
sobrenadante y procediendo a contar las células resultantes, para proceder a
replantar, esta vez (y también en pases sucesivos) a una concentracion de
2.5x10° células/cm?®. En todos los casos, las CSM se expandieron hasta el
tercer pase antes de proceder a los estudios inmunofenotipicos y de
diferenciacion multilineal. En este momento la pureza del cultivo de CSM
supera el 98%, pues las células hematopoyéticas residuales se han ido

retirando con los sucesivos recambios del medio de expansion.

4.4.2 Aislamiento de CSM en MO:

Con respecto a las células procedentes del aspirado de cresta iliaca, se
procesaron de acuerdo con el procedimiento estandar. Tras centrifugacion en
gradiente de densidad, las células mononucleadas fueron expandidas
(inicialmente a 10%/cm?) en el mismo medio y en las mismas condiciones de las
especificadas para las obtenidas de nucleo pulposo, hasta alcanzar en ambos

casos el tercer pase en cultivo.

Separacion de las células mononucleadas

Tras aspirar la MO, se procedio a la separacion de las células mononucleadas

(CMN) mediante centrifugacion en gradiente de densidad (Figura 45).
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Para ello se diluy6 la muestra en medio Hanks (Gibco, Invitrogen) hasta tener
un volumen de 12 ml y se homogeneizo. Esta dilucion se afadio a dos tubos a
los que previamente se habia afadido 4 ml de Ficoll-Hypaque (Biochrom KG,
Berlin, Alemania) y se centrifugd a 1500 rpm durante 30 minutos. Tras
recuperar las CMN de la interfase se realizaron dos lavados con Hanks (10
minutos a 1200 rpm) y se resuspendié el boton celular en 1 ml de DMEM
(Gibco BRL, Paisley, Reino Unido), procediéndose al recuento celular en una

camara de Neubauer.

-

= — @'H@

I CMN

Centrifugacién

\/ \J v

Figura 45. Separacion de células mononucleadas por gradiente de densidad.
A) Muestra MO.

B) Dilucién de la muestra con Hanks.

C) Muestra diluida sobre Ficoll.

D) Interfase en la que estan presentes las CMN.

Posteriormente y de nuevo, las células obtenidas fueron incubadas en
condiciones habituales para la expansion de CSM en medio DMEM con 10%
de suero bovino fetal y en las mismas condiciones de incubacion. El medio fue

renovado 2 veces por semana y cuando la confluencia de la placa de cultivo

super6 el 75% de la superficie, tras tripsinizacién, las células fueron
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subcultivadas a una densidad de 5x10° células/cm?. Durante la expansion in
vitro hasta el tercer pase, se evaluaron las caracteristicas morfolégicas de las
células. Tras alcanzar el tercer pase se procedid al analisis inmunofenotipico y

diferenciacion.

4.4.3 Imnunofenotipo por citometria de flujo:

Las CSM obtenidas de ambas localizaciones fueron incubadas con los
siguientes anticuerpos monoclonales: CD90, CD14, CD73, CD106, CD166,
HLA-DR, CD45, CD34 CD19 y CD105. Las muestras fueron procesadas tal y
como se ha descrito previamente !'°%. Posteriomente, las células fueron
adquiridas en un citometro de flujo FACSCalibur analizadas con el programa

Infinicyt (Cytognos).

Tras el tercer pase para la caracterizacion inmunofenotipica en el citbmetro de
fluyjp de las muestras obtenidas, los cultivos se tripsinizaron y se
resuspendieron en PBS, para el posterior marcaje con los anticuerpos
monoclonales conjugados con los siguientes fluorocromos (Tabla 2) de
fluoresceina (FITC), ficoeritrina (PE), ficoeritrina-cianina-5(PCy5) y clorofil

peridina (PerCP) o aloficocianina (APC) segun las siguientes combinaciones:

CD90-FITC / CD73-PE / CD45-PCy5 / CD34-APC
CD105-FITC / CD166-PE / HLAOR-PerCP / CD19-APC
CD14-FITC / CD106-PE / CD45-PCy5

Control isotipico
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Todos los anticuerpos monoclonales empleados se obtuvieron de BOB (San
José, Estados Unidos), salvo el C0105-FITC, que se adquirié a InmunoStep
(Salamanca, Esparfa). Tras incubacion a temperatura ambiente durante 15
minutos en oscuridad, se retird el exceso de anticuerpo mediante lavado con
PBS. El botén obtenido fue resuspendido en 0.5 ml de PBS, y la muestra fue
adquirida en un citometro de flujo FACSCalibur (Becton Dickinson Biosciences)
que emite a una longitud de onda de 488 nm, adecuadamente calibrado y

compensado especificamente para el estudio de las CSM.

FLUOROCROMO CLON ISOTIPO CANTIDAD /10°

CD14 FITC MSE2  Mouse IgG». K 101IL
CD9%0 FITC SE10 Mouse IgG;, K 200

CD105 FITC 2H6F11 Mouse IgG,, 101IL
CD73 PE AD2 Mouse IgG;, K 101JL
CD106 PE 51-10C9  Mouse IgG,, K 101]L
CD166 PE 3A6 Mouse IgG, K 101IL
CD45 PE-Cy5 HI30 Mouse IgG,, K 101IL
HLA-DR  PerCPCy5.5 L243  Mouse IgG23,K 101]L
CD19 APC HIB19  Mouse IgGL K 3L

CD34 _ APC - 581 - Mouse IgG, K ‘ 31L

Tabla 2. Anticuerpos monoclonales utilizados para el estudio del
inmunofenotipo de las células mesenquimales
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Se adquirieron al menos 10° células por cada muestra. La adquisicion se
realizo utilizando el programa CellQuest y el analisis de expresion de los
marcadores, asi como los canales medios de fluorescencia fueron analizados y
cuantificados con el programa Paint-a-Gate Pro, ambos de Becton Dickinson
Biosciences: BDB). Para cada antigeno se calculd el cociente entre de la
intensidad media de fluorescencia (MFI, del inglés "Mean Fluorescence
Intensitylt) para ese antigeno y la intensidad del control isotipico

correspondiente.

4.4.4 Diferenciaciéon multilinage de CSM

Para la diferenciacién a adipocito y osteoblasto, de cada muestra se sembraron
cuatro placas de cultivo de 9,6 cm? de superficie del tipo “chamber slide”, a
razon de 5x10° células/ cm?, incubandose hasta obtener una confluencia del
80%. De estas placas dos se usaron para la diferenciacion adipocito y dos para

la de osteocito.

En el caso de la diferenciacion a osteocito, se incubaron con medio de
diferenciacion <<NH Osteodiff Medium>>, cambiando el medio cada 3-4 dias.
Transcurridos 10 dias se retird la parte superior de la “chamber slide” dejando
unicamente el porta inferior con las CSM adheridas, se lavaron con PBS y se
fijaron las preparaciones con una solucion de etanol frio al 10% durante 10
minutos; tras lavarlas con PBS se incubaron durante 20-30 minutos con 5-
bromo-4-cloro-3-indol fosfato nitro azul de tetrazolio (BCIP-NBT, Sigma-Aldrich)

en agitacion. Para mejorar la visualizacion se contrastaron con 1 ml de
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hematoxilina durante 2 minutos. Asi se comprobd la diferenciacion osteogénica

mediante tincion con fosfatasa alcalina.

Para la diferenciacion a adipocito las muestras se incubaron en el mismo tipo
de placas, pero con medio de diferenciacién <<NH Adipodiff Medium>>, en las
mismas condiciones (37°C y 5% CO,) durante 21 dias. Para la tincion con oil-
red de los portas se retir6 el medio de diferenciacion y se fijaron las muestras
con formaldehido al 3.7% durante 2 minutos. Después se afiadio 1 ml de
solucion de oil-red (Merck, Darmstadt, Alemania) previamente filtrado por un
filtro de 0.22 micras y se incubaron durante 1 hora a temperatura ambiente en
agitacion lenta. Asi se comprob¢ la diferenciacion mediante tincion de rojo al

aceite (Oil-Red), como se ha publicado previamente 1?2,

En ambos casos, una chamber slide con medio de expansion (DMEM con el
10% de suero bovino fetal descrito anteriormente) y sin medio de diferenciacion
especifico se mantuvo en las mismas condiciones a modo de control de la
diferenciacion a adipocito y osteocito. Todas las muestras se lavaron y
prepararon para su visualizacion en el microscopio Optico. En este caso
utilizamos un microscopio Olympus BX41 utilizando el programa Micro DP70

controller and manager software pack.

4.4.5 Recogida y analisis de datos

La recogida de los datos fue a partir los cultivos valorando presencia celular.

Se identificaron las células mediante inmunofenotipo por citometria de flujo,
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analizando marcadores celulares para CSM. Se analizaron la capacidad de

diferenciacion osteogénica y adipogénica de las células obtenidas.

4.4.6 Analisis del as variables

Aislamiento CSM en NP:

Durante la expansion in vitro hasta el tercer pase, se cuantifico el tiempo hasta
alcanzar la confluencia y el numero de células obtenidas durante el mismo,
ademas de evaluar las caracteristicas morfolégicas de las células durante la
expansion. Tras alcanzar el tercer pase, se procedi6 al analisis

inmunofenotipico y al estudio de diferenciacion.

Aislamiento de CSM en MO:

Durante la expansion in vitro hasta el tercer pase, se cuantifico el tiempo hasta
alcanzar la confluencia y el numero de células obtenidas durante el mismo,
ademas de evaluar las caracteristicas morfolégicas de las células durante la
expansion. Tras alcanzar el tercer pase, se procedid igualmente al analisis

inmunofenotipico y al estudio de diferenciacion.

Se evaluaron las capacidades proliferativas in vitro de las CSM de ambos

origenes. Tras 3 pases en cultivo las CSM obtenidas de ambas fuentes fueron

procesadas para su analisis morfolégico e inmunofenotipico.

154



Material y métodos

Imnunofenotipo por citometria de flujo

El analisis de expresidn de los marcadores, asi como los canales medios de
fluorescencia fueron analizados y cuantificados con el programa PAINT-A-

GATE, todos ellos de Becton-Dickinson.

Diferenciacion multilineal de CSM

Se analizé su capacidad de diferenciacion y se comprobara la capacidad de

diferenciacion multilineal (adipocito, osteoblasto) en ambos casos.

Para el anadlisis de las preparaciones, éstos se incuban con anticuerpos
monoclonales de ratén anti-colageno humano tipo Il seguido de incubacion con
un anticuerpo secundario conjugado con Cy2 (Jackson Immunoresearch
Europe. Ud., Suffolk, Reino Unido), procediendo a su lectura en un microscopio
de fluorescencia Olympus Provi,s equipado con epifluorescencia y los filtros
correspondientes. Las imagenes se tomaron con una camara digital Olympus
adaptada al ordenador utilizando como soporte informatico el programa DP

Controller.

Analisis Estadistico

Se utilizo la version 15.0 del SPSS (Chicago IL) para el analisis estadistico.

Para cada variable, mediana, rango o media se calcularan £ dos desviaciones

estandar. Para explorar las diferencias de cualquier variable entre CSM de
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disco intervertebral y CSM de médula o6sea utilizaremos la prueba no
paramétrica U-Mann-Whitney. Ademas para encontrar diferencias en cualquier
variable entre las CSM del mismo individuo, pero de ambas muestras, se
utilizara el Wilcoxon signed-rank test. Las diferencias encontradas seran

significativas para una P < 0.05.

4.4.7 Fases del proyecto

El proyecto se ha desarroll6 en tres fases:

Primera fase:

Se seleccionaron los pacientes que cumplian los criterios de inclusion y dieron
su consentimiento, hasta llegar al numero deseado de muestras, recogiendo
los datos clinico-radiolégicos de los pacientes, clasificando la degeneracion
discal, programando la cirugia y su ulterior realizacion. En al acto quirurgico, se
extrajo el disco intervertebral degenerativo y 5-10 ml de MO necesarios para la

comparacion de células mesenquimales.

Segunda fase:

Incluyé conservacion y transporte de muestras, con el consiguiente procesado
a cargo del laboratorio de Terapia Celular del Complejo Asistencial
Universitario de Salamanca, que recibieron las muestras y mediante un
proceso mecanico y enzimatico complejo, aislaron las células mesenquimales
que posteriormente se cultivaron, estudiando la capacidad de diferenciacién de

las mismas.
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Tercera fase:
En los que se incluye, el analisis estadistico de resultados, creacion de tablas e

imagenes, comparacion de resultados, presentando nuestras conclusiones.
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5 RESULTADOS

5.1 Procesamiento

Las 14 muestras pareadas de tejido, procedente del disco intervertebral y de
aspirado medular del mismo sujeto de las que se han obtenido células
mesenquimales de ambas fuentes, se procesaron en la Unidad de Terapia
Celular del Hospital Universitario de Salamanca. En cuatro casos,
probablemente por la escasa cantidad de la muestra obtenida o por un
problema en el establecimiento del cultivo primario, no se dispone de las
muestras pareadas de ambas fuentes. En todos los casos restantes las células
MSC de disco intervertebral y las de médula 6sea se aislaron y expandieron

adecuadamente hasta el tercer pase.

5.2 Cultivo

En todos los casos se aislaron y expandieron MSC, tanto de DIV como de MO.
En el caso de CSM-NP, se observo una capa de células mononucleares (CMN)
adheridas después de dos dias del cultivo celular inicial. El tiempo para llegar a

la confluencia en cada pase fue similar en ambos grupos.

En cuanto a la morfologia, las células de DIV y MO exhiben la caracteristica
forma de huso en el cultivo, aunque las primeras eran ligeramente mas
pequefias. A continuacion, se muestra una imagen (Figura 46) del cultivo inicial

de las células procedente del disco intervertebral cervical donde se aprecia
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que las células mesenquimales comienzan a identificarse con su morfologia

caracteristica, en base a su capacidad de adherencia al plastico.

Figura 46: Morfologia de las CSM del disco cervical en pase inicial

5.3 Diferenciacion multilineal

Se han realizado los estudios de diferenciacion multilineal de las células
mesenquimales de ambas fuentes, hacia osteoblasto y adipocito. En todos los
casos se ha obtenido la diferenciacion hacia ambos tipos celulares, si bien la
diferenciacion adipocitica de las células procedentes del disco es mucho menor
que las procedentes de la médula ésea, un dato previo que ya observé nuestro

grupo con células procedentes de ntcleos pulposos lumbares 21,
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A continuacion se muestra una imagen de la diferenciacion adipocitica de
células procedentes de disco intervertebral y médula 6sea, de uno de los
pacientes donde se aprecia esta diferencia (Figura 47). No hemos encontrado

estas diferencias en la diferenciacion osteogénica.

Tincion Oil-Red-O

CSM disco intervertebral CSM médula ésea

Figura 47: Diferenciacion adipocitica de células procedentes de disco
intervertebral y médula 6sea

5.4 El estudio inmunofenotipico

Tampoco se han demostrado diferencias en los marcadores inmunofenotipicos,
como se puede observar en las siguientes figuras (Figura 48, Figura 49). Las
células de ambos origenes poseen los marcadores inmunofenotipicos
caracteristicos de las células mesenquimales, de acuerdo con los criterios de la
International Society for Cellular Therapy "\ EI marcador de células NP

madura CD24 [ fue negativo en todos los casos.
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Las CSM-NP fueron positivas para CD90, CD73, CD105 y CD166, con
positividad para CD106 tenue, mientras que fueron negativos para el marcador
panhematopoyético CD45, el marcador de células madre hematopoyéticas
CD34, el antigeno monocitario CD14, el marcador de células B CD19 y el

antigeno HLA-DR, que es el mismo patron fenotipico que se muestra en las

CSM-MO .
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Figura 48. Marcadores inmunofenotipicos de CSM en NP de DIV.
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6. DISCUSION

Los problemas degenerativos del raquis y en especial la discopatia
degenerativa tiene una gran importancia en la sociedad actual, es causa de
dolor y discapacidad, siendo una de las causas mas frecuentes de consulta
meédica y de incapacidad laboral. Esto se traduce en empeoramiento de la
calidad de vida y en un alto coste sociosanitario. Tanto la espondilosis,

estenosis y la discopatia evolucionan de forma paralela.

La discopatia degenerativa, presenta un origen multifactorial y pasamos de
conceptos como la deshidratacion y pérdida de altura, que no explicaban en
profundidad la fisiopatologia de la degeneracion discal, a tratar de comprender
los mecanismos celulares, moleculares, etc., que subyacen al proceso
degenerativo, que nos haran avanzar para entender y tratar este problema de

salud tan importante.

Hemos estudiado la carga, falta de ejercicio, el tabaco, traumatismos, la edad,
los genes como factores de riesgo y actuamos, hasta ahora, sobre los factores

modificables realizando prevencion y tratamiento.

Datos de un estudio realizado en Estados Unidos, aporta que la mayoria de los

('8 Con base a los

adultos experimentaran dolor lumbar durante su vidas
datos de la Encuesta Nacional de Atencion Médica Ambulatoria, en este
estudio, se estimé que hubo 42,4 millones de visitas al médico de atencion

primaria por dolor de espalda entre 2003 y 2.004 ['®]. Por suerte, se estima que
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el 80-90% de gente con experiencia de dolor lumbar, este se resuleve en las 6
primeras semanas y solo del 5-10% desarrollan dolor crénico '®¢. En alrededor

del 85% de los pacientes no se encuentra la causa de este dolor de espalda

[188]

Es obvio, que no todos los cambios degenerativos que se pueden detectar con
las técnicas de diagnostico por imagen son sintomaticos o necesitan
tratamiento. Pero por esta misma razén, es imprescindible tratar de profundizar
en los procesos fisiopatologicos que subaycen en el proceso degenerativo y
que pueden quizas explicar esa variabilidad. Y no sélo en cuanto a los

sintomas sino también en cuanto a la respuesta al tratamiento.

6.1 Terapia celular

Las “stem cells” o células troncales deben presentar diferenciacion hacia linea
condral, dsea y adiposa, para actuar mejor en la regeneracion !'* y esto fue
descrito por Ashton y Johnstone %4121 Este tipo de células pueden obtenerse
de fuentes embriolégicas o de donantes adultos, actualmente las mas
utilizadas son las adultas ya que desde un punto de vista biolégico son mucho
mas estables que las embrionarias y ademas no entrafian problemas éticos. De
los donantes adultos podemos conseguir “stem cells” de tejido mesenquimales,
como del tejido adiposo, médula d&sea, sinovial, periostio, entre otros,
presentando mejor capacidad de diferenciacion condrogénica, las procedentes

de sinovial y médula ésea %%,
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Una alternativa actual son las denominadas células IPS (del inglés: Induced
Pluripotent Stem cells) descritas por un traumatologo Japonés, el Dr.
Yamanaka "Y1, que merecié el Premio Nobel en el afio 2012. Estas células son
de origen adulto pero son reprogramadas hasta un estadio “embrionario”, de
esta manera tendria las caracteristicas de estabilidad de las células adultas y la

potencialidad de las mas indiferenciadas.

Las ventajas reparadoras de las “stem Cells” con respecto a las células
diferenciadas se puede ver en muchos escenarios, asi la capacidad de
diferenciacion y proliferacion de los condrocitos se ve mermada con la edad,
por disminucion de las telomerasas, lo que explica porque el ACl en edades
adultas, genera resultados muy pobres, que han sido mejoradas con el uso de

las CSM (1921

Muchas técnicas para la obtencidon de estas células han sido descritas, siendo
la mas sencilla y econdmica la puncidn aspiracion de la medula 6sea de la
cresta iliaca, también se ha visto que las “stem cells” procedentes de esta via
no pierden capacidad de diferenciacion, se obtienen facilmente, pueden

diferenciarse en miuiltiples linajes y expandirse rapidamente %1941,

Cada fuente tisular para las CSM tienen propiedades diferentes, por tanto para
cada tipo de medicina regenerativa se debe usar la fuente de obtencion mas
apropiada, como la empleada en la regeneracion osteocondral procedente de
la médula 6sea, cuyas células pueden diferenciarse tanto en condrocitos como

osteocitos [191%1
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En el caso de la terapia celular aplicada al disco intervertebral, en la mayoria
de los estudios las células proceden de otros tejidos tales como la médula

6sea, el tejido adiposo y sinovial ['97-19],

Si bien lo mas llamativo es la terapia celular o la denominada ingenieria de
tejidos, es necesario hacer una reflexion previa seguida de un proceso de
investigacion que justifique el empelo de esas terapias. Por este motivo los
estudios encaminados como el presente trabajo a identificar, describir y
caracterizar las poblaciones de progenitores celulares, en este caso del disco
intervertebral deben de ser la base sobre la que se asiente le terapia en si. En
este sentido estamos asistiendo a como cada vez se le reconoce mas
importancia a la capacidad inmunoreguladora de esas células “stem” sin dejar

de lado su potencial de diferenciacion 220201

Pero ha sido la investigacion sobre el comportamiento de esas células, sus
caracteristicas, etc., lo que ha permitido su empleo en patologia como la
Enfermedad del Injerto Contra el Huesped (ICH) o la mejora del rendimiento del

trasplante hemtopoyético [292-20%]

Para nuestro estudio, que pretende confirmar los hallazgos previos obtenidos
en el segmento lumbar, ahora en el cervical y que se corresponde con uno de
esos intentos de conocer los mecanismos en los que estan implicadas los
progenitores celulares, hemos realizado un tipico examen comparativo al igual
que se realiza en otros ambitos de la ciencia. Para ello, hemos comparado dos

tipos de CSM, las procedentes del DIV como objeto de estudio y las
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procedentes de la MO de pacientes intervenidos de cirugia raquidea. Esta

fuente de obtencién, una de las mas empleadas ['%%¥

, nos parece facil y
resulta abundante ya que al afio en Espafia se practican mas de 20.000

cirugias de estas caracteristicas.

Las CSM fueron aisladas, cultivadas y expandidas de forma sencilla,
comprobandose también el grado de diferenciacion en estirpe adiposa y 6sea

asi como sus caracteristicas fenotipicas mediante citometria de flujo.

El segundo elemento fundamental en la ingenieria tisular son las sustancias
estimulantes, diferenciadoras y microambientales que logran que las células
prediferenciadas, se diferencien completamente, proliferen y generen las
propiedades necesarias para logran una matriz, lo mas parecida a la nativa y

duradera [1%,

Los primeros factores usados fueron el TGF-B y la
desametaxona, usadas por Johnstone (1998) ' para inducir la condrogénesis
y asi lograr mejorar el microambiente tisular y mantener el fenotipo celular %,
Se ha visto que las CSM por si mismas pueden regenerar el tejido, pero con la

2071 Otras moléculas

asociacion de factores los resultados mejoran
investigadas son las proteinas morfogenéticas (BMP), que incrementan la
condrogénesis, aumentando los proteoglicanos, acentuandose mas con el
subtipo 2 que con el 4 y el 6 ?°!. Otras moléculas estudiadas son el factor de
crecimiento insulinico tipo 1 (IGF-1), que es un mediador anabdlico y mitético

del cartilago, que estimula la formacion de cartilago y hueso. También el factor

de crecimiento epidérmico (EGF), que estimula las células mesodérmicas
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especialmente los fibroblastos y finalmente el factor de crecimiento fibroblastico

bFGF, que potencia la mitosis de los condrocitos 2%,

Ehlicke et al encontraron que el TGF-b3, factor de crecimiento insulinico tipo 1
(IGF-1), factor de crecimiento fibroblastico 2 (FGF-2) y el factor de crecimiento
derivado de las plaquetas, también poseian la capacidad de inducir la

diferenciacién de CSM-MO humana en células de NP 2%,

Por el contrario, en algun estudio se aprecia que se puede lograr una
satisfactoria regeneracion sin incorporar este tipo de factores, siendo suficiente
para la reparacion la estimulacion que ejerce el microambiente local de la

lesion sobre el biomaterial o las células administradas 2.

En los ultimos afios se ha sugerido que hay células madre o progenitoras que
residen en el DIV por varios motivos. En primer lugar, siendo el disco
generalmente avascular y aneural, vemos como aparece el tejido
fibrocartilaginoso ' la calcificacion #'?, la hipertrofia de nervios y vasos
213214 5 menudo en el disco degenerado, sospechandose que estos tejidos

patoldgicos, podrian tener su origen en CSM residentes o células progenitoras.

En segundo lugar, durante el proceso de degeneracion, la formacion de
agrupaciones de células ha sido evidente dentro del NP. Este hallazgo también
indica la existencia de una poblacion de células progenitoras de replicacion en

el DIV 2191,
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Otro argumento a favor lo encontramos tras la aplicacion de células cultivadas
de disco autdlogas, comprobando su beneficio en la regeneracion del disco
degenerado ' este efecto puedo estar relacionado con la estimulacién de las
células progenitoras residentes en el disco, ayudando a la regeneracion y
mantenimiento de la funcién discal ['%".

En nuestro trabajo se ha podido demostrar que las células con caracteristicas
CSM se pueden aislar de los DIV. De hecho, cumplen todos los requisitos
ISCT para la definicibn de CSM: la adherencia in vitro a las superficies de
plastico, la morfologia caracteristica y el perfil inmunofenotipico, asi como la
capacidad de diferenciacion multilinaje, en linajes osteogénico y adipogénico
21 Sin embargo, no se observd a penas la diferenciacién en células

adipogénicas, lo que se discutira mas adelante.

Ademas, hemos comparado la morfologia, el potencial de expansion, el perfil
inmunofenotipico y la capacidad de diferenciacion con el CSM obtenidas en
condiciones estandar a partir de la MO de los mismos sujetos, que es el control
ideal evitando las variaciones interindividuales que pueden limitar la

interpretacion de algunos resultados.

Risbud et al " en un articulo reciente describe el aislamiento celular, desde
disco degenerado cervical DIV (tanto del AF y del NP) que contenia una
poblacién heterogénea de CSM que fueron positivas para CD105, CD166,
CD63, CD49a, CD90, CD73, CD133 y negativas para CD34. Ellos aislan tales
células de disco intervertebral moderadamente degenerado, lo que sugiere la

idea de que la regeneracion enddgena, puede ser promovida por la
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estimulacién de estos progenitores. Ademas, estas células progenitoras que se

aislan comparten la mayoria de las caracteristicas con las CSM-MO 1?2

Recientemente, se han hallado “stem cells” a partir del platillo vertebral
cartilaginoso degenerativo, aunque comparten fenotipo y morfologia similar con
CSM-MO, estas células poseen mayor capacidad de diferenciacion

osteogénica y condrogénica ?'1,

Nuestros resultados confirman que es posible aislar y expandir las células CSM
en una poblacién de pacientes con degeneracion discal moderada o severa.
Teniendo en cuenta que el NP es uno de los mayores tejidos avasculares del
cuerpo, y teniendo en cuenta que en un reciente y provocativo comentario de
Caplan ¥'® donde se ha especulado, que todos CSM podria ser pericitos en
origen, seria dificil explicar su aislamiento en muestras de NP. Este, es de
hecho, un tema de debate actual en el campo, pero los hechos son que tanto
en nuestro trabajo y también en el articulo de Risbud y Blanco, las células que
cumplen criterios de definicion de CSM son in vitro obtenidas de muestras de

NP de pacientes #%%4],

El hecho de que las células aisladas en DIV degenerado tengan mermada su
capacidad de diferenciacion adipocitica es argumentado por algunos autores
para poner en duda que sean CSM verdaderas, en tal caso, también deberia
ser identificada la presencia de esta células en un disco sano, a la espera de
estudios que asi lo demuestren ya que hasta ahora la evidencia es insuficiente.
Mientras tanto, en la frontera del AF con la zona de ligamento se han detectado

células que expresan marcadores de células madre ' y recientemente hay
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estudios sobre las células del AF obtenidos de DIV no degenerado de
pacientes adolescentes con escoliosis idiopatica que podrian diferenciarse en
adipocitos, osteoblastos, condrocitos, neuronas, y células endoteliales in vitro 'y

expresar varios fenotipos similares a los de CSM 229,

Si demostramos que las CSM son células que residen en el disco normal o
degenerado, se va a proporcionar una herramienta importante para la

regeneracion del disco intervertebral.

Al comparar las CSM del NP (CSM-NP) con las obtenidas a partir de la MO de
los mismos sujetos (CSM-MO), ambos tipos de células tienen la morfologia
caracteristica y el patron inmunofenotipico caracteristico, con ligeras
diferencias. CSM-NP expresan con una menor intensidad algunas moléculas
de adhesion (CD105, CD106, CD166) lo que puede estar relacionado con su
ubicacién especifica. Otros marcadores inmunofenotipicos, como CD146 que
se ha relacionado con CSM 221 no se incluyeron en nuestro estudio ya que es
especifica de auto-renovacion de CSM y en la actualidad no se considera en el

panel de la ISCT, fenotipico recomendado "),

Sin embargo, su evaluacion en CSM obtenida de NP seria de interés en los
trabajos futuros. En cuanto a la capacidad de diferenciacion, es de gran interés
el hecho de que en la mayoria de nuestros pacientes muy pocas CSM-NP
fueron capaces de adquirir vesiculas lipidicas rojo al aceite después de cultivo

en medio adipogénico.
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Este hecho no se ha descrito previamente y esta en desacuerdo con resultados
de Risbud. Aunque CSM-NP en ambos documentos compartieron los mismos
marcadores inmunofenotipicos, ligeras diferencias en el método de
diferenciacion o la fuente de NP, junto con el hecho de que en nuestros discos
de trabajo se encontraban en un estado de degeneracion mas avanzada,

puede dar cuenta de esta alteracion en la diferenciacion adipogénica.

En estos estados de degeneracioén discal, la via de regulacion adipogénica Wnt
puede actuar como un importante regulador e inhibir la diferenciacion de MSC
a adipocitos %%, La activacion de la sefalizacion de la via Wnt, inhibe la
adipogénesis parda de células cultivadas, al impedir la induccion de los

factores de transcripcion PPAR y C/EBP [#23],

Se ha identificado un mediador en esta via, el Wnt10b como un potente
inhibidor de la adipogénesis, que debe ser suprimido in vitro para poder
diferenciar adipocitos #?*?%°. Asi mismo el analisis molecular ha demostrado
que el tratamiento con ATP, modula la expresion de varios genes que regulan
(es decir, relacionadas con los genes de la via Wnt) la diferenciacion

osteoblastica y adipogénica de las MSC 1#2°],
O bien que la limitacion de la diferenciacion adipogénica se deba a otros

motivos. A este respecto, debe senalarse que en contraposicion a la MO no

hay adipocitos en el medio normal de NP.
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También se esta investigando la influencia de la estimulacion de la

osteogénesis que parece suprimir la adipogénesis y viceversa %21,

En enfermedades que afectan al raquis como la espondilitis anquilopoyética
(EA), la via de sefnalizacion de Wnt involucrada en la morfogénesis 6sea y la
homeostasis, presenta perturbaciones en la regulacion que han sido implicadas
en la formacion 6sea anormal (por ejemplo, osteofitos). Los niveles de
proteinas reguladoras en la via Wnt, como la proteina Dickkopf, se investigan
como potenciales biomarcadores de la enfermedad. Esta via podria estar
involucrada en otros aspectos de esta enfermedad, incluyendo la activacién de

células T, su diferenciacion y en la adipogénesis de la médula dsea %!,

Los DIV se desarrollan tanto desde el mesénquima embrionario y la notocorda,
aunque el origen de las células NP adultos todavia no esta claro. Es bien
sabido que las interacciones entre las células madre y su nicho circundante,
incluyendo la matriz extracelular, son esenciales para modular no so6lo

n 12291

morfologia y fenotipo sino también su funcio , lo cual se ha demostrado

recientemente para el NP 237,

En la ultima década las células madre exdgenas, especialmente las CSM-MO
se han utilizado para la regeneracién del DIV con resultados prometedores,
incluso se ha avanzado en su aplicacién clinica, sin embargo la primera
cuestion a resolver es si las CSM-MO pueden sobrevivir en ese microambiente

inhospito y mantenerse activas en la proliferacion, la diferenciacion, la
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produccion de prostaglandinas (PGs), para contribuir a la mejora definitiva de la

biomecanica y la cinematica de los segmentos espinales.

El ambiente unico del DIV podria desempefiar un papel importante. La biologia
y la implicacion clinica de este hallazgo requiere mas analisis, tal vez a nivel

231232] pqn

genomico. En este sentido, varios estudios en la bibliografia
comparado el perfil de expresion génica de las células aisladas a partir de
células diferenciadas de NP a partir de MO y estandar CSM de médula 6sea
mostrando alguna diferencia. Sin embargo, la metodologia y el disefio
experimental de estas obras es de hecho diferente a la empleada en el

presente trabajo, lo que dificulta cualquier posible comparacién de sus

resultados.

La terapia con CSM-MO en la degeneracion discal, requiere no soélo la
supervivencia de estas células, sino también su capacidad para funcionar
normalmente en un medio duro, microambiente de hipoxia, baja nutriciéon, pH
acido, alta carga mecanica, alta osmolaridad y una complicada conexion de

proteasas y citocinas 233234,

In vitro, la hipoxia y la privacion de suero, han recibido un incremento en el
reconocimiento simulando isquemia o baja nutricion, viendo como se inducia la
apoptosis en trasplantados con CSM-MO en s6lo 24 horas ***!. Una exposicion
mas larga, (120 horas) a la hipoxia y la privacién de suero da como resultado la

muerte celular completa ¢,
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Mas alla de la tension de oxigeno y suero, la glucosa es otra fuente de energia
que afecta notablemente la proliferacién, apoptosis y la diferenciacion, asi

como la senescencia replicativa de las CSM-MO [233:237],

Sin embargo, las CSM-MO humanas son resistentes a corto plazo (24 6 48
horas) a la exposicion de la glucosa alta sin cambios en su produccién de

factores de crecimiento y capacidad proliferativa 23823,

Estan aun por
desentrafar estos mecanismos subyacentes de la resistencia a la glucosa alta

de estas células CSM-MO.

La tension de oxigeno, suero y la concentracion de glucosa son faciles de
controlar y mantener para imitar el microambiente de un disco degenerativo in
vitro, el mayor obstaculo para las CSM-MO es la acidez de la matriz que va

desde un pH de 6.8 hasta 6.2 en el DIV degenerado 4"

, mientras que en un
disco normal se sittia entre 7.0 y 7.2 2*". Esto esta causado, principalmente por
el aumento de la produccién de acido lactico a partir de glucosa transformada

por citocinas para mantener el nivel de ATP en el DIV 242243,

La carga mecanica es un componente natural del DIV y varias publicaciones
han demostrado que la carga mecanica estimula de la diferenciacion
condrogénica de CSM. El efecto de la carga mecanica sobre las actividades
biosintéticas de los condrocitos, ha sido ampliamente estudiada en cultivo
tridimensionales, especialmente en la formacion de la matriz cartilaginosa
244,245 Del mismo modo, se ha encontrado que la presion hidrostatica ciclica

incrementa el depdsito de MEC en los cultivo de CSM-MO 249,
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En conejos, la carga ciclica de compresiéon mejora la condrogénesis de CSM-
MO en agarosa, al promover la produccion de TGF-b1 y la expresién de
algunos genes sensibles, involucrados en la diferenciacion condrogénica

[247.248] ' 5bservando resultados similares en humanos 249-2%1,

Es dificil hacer una evaluacion cuantitativa con respecto a la eleccion del
parametro optimo de carga para la diferenciacion condrogénica de CSM-MO,
pero estos estudios destacan que la carga mecanica adecuada beneficia la

condrogénesis de CSM-MO.

El DIV es un sistema osmético como cualquier otro tejido cartilaginoso de
carga, pero la osmolaridad extracelular no es constante y varia directamente
como resultado de la carga en el disco, transporte de iones y la hidratacion del
tejido 1*°2. Los cambios osméticos son un componente vital del DIV y todas las
células residentes tienen que adaptarse, alterando la expresion génica y el

volumen celular 2532541,

Los medios hiperosmoéticos (450 mOsm / kg H20) modifican la expresion de
genes en las células del disco en la region central del NP, relacionado con la
remodelacion del citoesqueleto, estabilizacién, transporte de osmolitos % y
finalmente regulacién del volumen celular ?**. Sin embargo, poca bibliografia
ilustra la influencia de la osmolaridad en las CSM-MO. Tras cultivar en una
osmolaridad alta (485 mOsm) durante 2 semanas CSM-MO de rata, la

[233]

proliferacion y la viabilidad se inhiben Pero, curiosamente, cuando la
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osmolaridad se redujo desde 370 hasta 250 mOsm, en las CSM-MO no se

encontraron diferencias significativas en la viabilidad celular a las 24 horas #°°.

A nivel molecular, un numero de proteasas enddgenas y citocinas, durante el
proceso de la degeneracién crean un microambiente complicado también para
las CSM trasplantadas. La interaccidon entre metaloproteasas (MMP) y inhibidor
de tejido de metaloproteasas (TIMP) es biologicamente crucial para la

g [256]

remodelacion de tejido , incluyendo la morfogénesis, la proliferacion

celular, la apoptosis ?°”1, asi como la patogénesis de enfermedades 2.

Y se asocian también con la gravedad de la degeneracion discal **%. Aunque
se ha planteado la hipotesis de que el equilibrio entre MMP y TIMP juega un

papel esencial en la diferenciacion de CSM 2% hay pocas evidencias directas.

Durante la formacién del esqueleto, las MMP participan en la formacion y
remodelacion 6sea y promueven la condrogénesis, se ha hipotetizado ademas
que las MMP pueden regular la diferenciacion condrogénica de las CSM-MO
261l Pero hay una escasez de informacidn al respecto, por lo tanto en la

actualidad, no se entiende completamente cémo el equilibrio MMP / TIMP

modula el destino de las CSM, especialmente la diferenciaciéon condrogénica.

La molécula proinflamatoria de factor de necrosis tumoral alfa (TNF-«), se
implica en la patogénesis de diversas enfermedades humanas, incluyendo la
degeneracion discal y se ha confirmando su expresion en las células NP y AF

de DIV degenerado 2?3 pudiendo afectar ademas el TNF-a, a la
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diferenciacién a adipocitos ?°, asi como la adipogénesis de CSM-MO pero sin

tener efecto sobre la viabilidad celular 5.

Aparte de los efectos de las MMP y TNF en las CSM-MO, las interleucinas y
otras citocinas también regulan el comportamiento de estas células en el DIV.
La interleuquina 6 (IL-6) regula la pluripotencialidad y la funcion paracrina de
las CSM-MO, se ha demostrado que la IL-6 mantiene la proliferacion y el

estado indiferenciado por un mecanismo dependiente de ERK1 / 2 1266267,

Como vemos, la red molecular es complicada en el disco degenerado, los
efectos sinérgicos y antagonicos sobre las CSM-MO requieren por lo tanto de
una mayor investigacion. Ademas, las células residentes de NP juegan un
papel interactivo en la regulacion del comportamiento de las exdgenas CSM-
MO siendo el propdsito principal de la terapia, reparar, mantener y mejorar la

funcién de un tipo de célula particular del disco, a largo plazo.

Otro tema de preocupacion, es que las CSM de NP son incapaces de controlar
el proceso de degeneracion DIV en el ambito clinico, ya sea porque estan
presentes en numeros bajos en el DIV o porque puede haber sido alteradas

primaria o secundariamente.

En este sentido, se puede barajar la hipotesis de que la senescencia puede
desempenar un papel, en esta capacidad deficiente de CSM-NP en la
reparacion del disco en degeneracién. Sin embargo, no observamos ningun

signo de senectud durante el proceso de expansion CSM-NP, aunque no
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ampliamos las células durante mas de 3 pases en cultivo. Ampliar las células

mas sera por lo tanto de interés para evaluar esta cuestion.

La biomecanica del disco depende de su composicion y la organizacion de su
matriz, por lo tanto cualquier desorganizacion en su estructura afectara a su
capacidad biomecanica. Las CSM de NP, pese a que la hipoxia estimula la su

n [146,268]

proliferacio y el disco degenera por ambiente hipdxico, son incapaces

de controlar el proceso de degeneracion del DIV a nivel clinico.

Desde MO se puede obtener facilmente en gran numero de células de los
mismos pacientes y como hemos visto, son bastante similares a los
precursores residentes del NP, por tanto podria ser una fuente alternativa para

la terapia celular de la degeneracion DIV.

Muchos estudios has demostrado la posibilidad de diferenciar CSM en NP en
contacto con células de nucleo pulposo. En el trabajo de Richardson et al se
mostraron aumento en los niveles de expresién de genes que codifican SOX9,
agrecano, colageno |, colageno I, y el colageno VI en CSM-MO después de 7

dias de un contacto célula-célula, con células de NP 1269270

. Ademas, el
contacto directo célula-célula con CSM-MO autdlogas aumenta la proliferacion,

la sintesis de ADN y de las PGs en las células de NP 2",

Se ha observado la transferencia de membrana bidireccional entre células
CSM-MO y NP durante el cultivo, lo cual puede proporcionar un nuevo

mecanismo para la interaccion de estas dos células #"2.
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Estos resultados sugieren que la sefalizacion paracrina y la interaccion entre
estas dos células, beneficia tanto las actividades biologicas de las células NP

como la capacidad de diferenciacion de las CSM-MO 73],

Todas estas evidencias sugieren que el sistema de co-cultivo es una poderosa
herramienta para la regeneracion del DIV, no solo para diferenciar las células
injertadas en las células del NP, sino también para generar una nueva matriz
extracelular y ya se sugiere su uso clinico para la regeneracion discal a partir
de CSM de médula 6sea ?™¥, incluso es posible que las células mesenquimales
de grasa se diferencien en células de NP en contacto con CSM-NP #7°! por
tanto, la utilidad de las CSM de otras fuentes, especialmente derivadas de

tejido adiposo, también se debe tener en cuenta en futuros trabajos.

Como resumen, todos los datos actuales indican que solo las células de NP,
hipoxia adecuada, baja concentracién de glucosa, la carga mecanica, asi como
algunos tipos especificos de proteinasas y citocinas podrian ser beneficiosos

para las CSM-MO en el microambiente especifico del DIV (Figura 50).
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Figura 50. Microambiente discal

186



Discusién

Se ha evidenciado que las CSM-MO mejoran la produccion de MEC y pueden
diferenciarse en células discales, siendo viables en el DIV durante mas de 6

meses [197:276:2771

La tasa de supervivencia de CSM-MO después de un
trasplante en el disco degenerado no ha sido plenamente dilucidada, sabemos
que una gran proporciéon de CSM-MO pueden morir o sufrir apoptosis después

del trasplante.

Los estudios in vitro con CSM-MO se han centrado principalmente en su
supervivencia en el microambiente de DIV, la diferenciacion hacia células
discales, las propiedades terapéuticas y su aplicacion clinica 2’8, La inyeccién
de CSM-MO o combinada con biomaterial especifico en DIV degenerativo,

probablemente mejora la MEC y la altura del disco 7% 279280

, asi como la
preservacion de la estructura anular ?2"%%?. Es importante destacar como se ha
visto en un estudio reciente, que un injerto autélogo CSM-MO puede regenerar
el NP, mantener la perfusion y la permeabilidad del platillo vertebral y el hueso

subcondral 831,

No podemos demostrar en nuestro trabajo que la diferente biomecanica, tan
influyente sobre los cambio celulares, moleculares y la expresion genética,
suponga una diferencia de potencial de diferenciacion en CSM de NP cervical

respecto a lumbar #>2°],

Las causas de esta degeneracién discal, son aun desconocidas si bien existen
factores de riesgo como la edad, ambiente mecanico o quimico y genética.
Desgraciadamente las opciones terapéuticas actuales, no invasivas o

invasivas, se limitan unicamente a eliminar los sintomas, descomprimir
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espacios, restablecer o modificar biomecanica. Las nuevas lineas de
tratamiento de ingenieria tisular estan encaminadas a utilizar factores de
crecimientos, células y medios de soporte. Precisamos ademas, el analisis en
disco sano, para tener una referencia con la que comparar todos los estudios y
analisis, que existen hasta el momento en la bibliografia. Habiendo alejado, un
poco mas, el tépico que se conforma con explicar el problema principal del

disco degenerativo, como una banal deshidratacion.

Finalmente, los hallazgos de este trabajo sugieren que es potencialmente
posible tratar la degeneracion del disco intervertebral por terapia celular (CSM
de MO) y/o estimulacion de las CSM enddgena de NP. Sin embargo se precisa
un modelo estructural que controle esta reparacidn cualitativa, cuantitativa y
espacialmente, facilitando el contacto intimo de estos factores regeneradores
con el entorno inmediato discal para que las caracteristicas sean lo mas

similares al componente celular local.

Es indudable que las terapias bioldgicas se haran cargo de muchas de las
terapias actuales en el campo de la cirugia ortopédica. Los precursores son los
factores de crecimiento y aplicacion de las proteinas morfogenéticas éseas
(BMPs) que en ensayos clinicos, han demostrado una excelente ventaja en la
consecucion de la fusion 6sea con cirugias de fusidon espinal, en comparacion
con el injerto de hueso autélogo. Recientemente, sin embargo, han aparecido
estudios sobre efectos secundarios graves causados por el uso de las BMP

con la cirugia de columna 284,
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Estos incluyen reacciones inflamatorias, radiculitis, la eyaculacion retrograda,
retencién urinaria, la resorcion ésea y el desplazamiento secundario de los
implantes. Este hecho nos advierte del uso incontrolado y subestimado de los

tratamientos bioldgicos.

La viabilidad en el uso clinico de las células madre ha sido histéricamente
investigado en Hematologia / Oncologia y se ha extendido a diferentes
especialidades. Aunque estudios en animales y ensayos clinicos recientes han
utilizado células madre en el tratamiento de la degeneracion discal, es
necesaria una cuidadosa atencién en su aplicacion. Un estudio experimental
por Vadala et al ha advertido, utilizando el modelo de conejo, que la fuga de
células después de la inyeccion de CSM al DIV puede causar formacion de

osteofitos 28,

La diferenciacién no deseada y la génesis tumoral es otro riesgo potencial con
el que la terapia con células madre se enfrenta, necesitando rigurosos vy
cuidadosos estudio de investigacidon para la aplicacion del trasplante de células

madre en tejidos seres humanos.
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7. CONCLUSIONES

7.1 General

Con respecto a la presencia de CSM en NP:

Podemos afirmar que el NP de los discos intervertebrales cervicales
degenerados contiene células troncales mesenquimales. Estas células halladas
cumplen con todas las caracteristicas exigidas para considerarlas como células
madre mesenquimales, atendiendo a las directrices de la Sociedad

Internacional de Terapia Celular.

7.2 Especificas

1. Con respecto a a la posibilidad se aislar CSM:
Queda demostrada la posibilidad de aislar células troncales mesenquimales en

NP de disco intervertebral.

2. Con respecto a la tipificacion de estas CSM:
Queda demostrado que estas células halladas cumplen los criterios de células

troncales mesenquimales.

3. Con respecto a la capacidad de diferenciacidon de estas células:
Queda demostrada la capacidad de diferenciacion multilineal hacia ostoblasto y

adipocito de estas células halladas en el NP.
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4. Con respecto a la comparacidon de estas células con las presentes en
médula 6sea de los mismos pacientes:

Queda demostrado que estas células son bastante similares a las células
mesenquimales de MO, con la excepcion de su capacidad de diferenciacion

adipogénica, claramente mermada.

5. Con respecto a la diferencia entre segmento cervical y lumbar :
No podemos demostrar diferencias. Los hallazgos descritos sobre las CSM de
discos cervicales degenerados coinciden con los hallazgo descritos

previamente para la misma poblacion celular en discos lumbares degenerados.

No podemos demostrar que la diferencia biomecanica, que influye sobre los
cambio celulares, moleculares y la expresion genética celular, afecte a las
caracteristicas celulares de las poblaciones de CSM halladas en region cervical

y lumbar.

Estos hallazgos sugieren que es potencialmente posible tratar la degeneracion
del disco intervertebral mediante la terapia celular, bien sea mediante la
infusion de CSM directamente (autdlogas o no) o bien estimulando las CSM
endogenas del NP. Si bien es cierto, que la poblacion de CSM residente en los
discos degenerados presenta alteraciones funcionales de diferenciacion, como

la descrita previamente.
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9 ANEXOS

9.1 Abreviaturas

AF: Anillo fibroso

NP: Nucleo pulposo

MEC: Matriz extracelular

MMP: Metaloproteinasas

TIMP: Tejido inhibidor de Metaloproteasas (del inglés :Tissue inhibitors of
metallo-proteinases)

PGC: Proteoglicano

GAG: Glucosaminoglicanos

DIV: Disco intervertebral

CSM: Célula “Stem” mesenquimal

MSC: Células troncales pluripontenciales (del inglés Mesenchymal Stem Cells)
CMN: Células mononucleadas

EP: Platillos epifiisarios (del inglés End Plates)

MO: Médula ésea

UVF: Unidad Vertebral Funcional

TNF-a: Factor de necrosis tumoral (del inglés Tumor Necrosis Factor)

MAPC: (del inglés “Multipotent Adult Progenitor Cells”)

MIAMI: (del inglés “human marrow isolated adult multilineage inducible cells”)
VSEL.: (del inglés “very small embryonic-like stem cells”)

ISTC: Sociedad internacional de terapia celular (del inglés: International
Society for Cellular Therapy).

TGF-B: Factor de crecimiento transformnate (del inglés Transforming Growth
Factor).
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IGF-1: Factor de crecimiento insulinico tipo 1 (del inglés: insulin-like growth
factor 1)

EGF: Factor de crecimiento epidérmico (del inglés Epidermic Growth Factor)
IGF: Factor de crecimiento insulinoide (del inglés Insuline Growth Factor)

bFG: Factor de crecimiento fibroblastico basico (del inglés Basic Fibroblast
Growth factor)

HSC: Célula troncal hematopoyética ( del inglés Hematopoietic Stem Cell)
SSC: Célula troncal estromal ( del inglés Stromal Stem Cell)

BM: Biomateriales.

CM: Células mesenquimatosas

SBF: Suero bovino fetal

FGF: Factor de crecimiento fibroblastico (del inglés Fibroblast Growth factor)
FDA: Agencia de drogas y alimentos (del inglés Food and Drug Administration)
PDGF-BB: Factor de crecimiento derivada de las plaquetas (del inglés Platelet
Derived Growth Factor)

SIS: Matrices derivadas de la submucosa intestinal porcina

BSM: Matriz derivada de la submucosa de la vejiga

PGA: Acido ppoliglicélico (del inglés Polyglycolic Acid)

PLA: Acido polilactico (del inglés Polylactic Acid)

RM: Resonancia magnética

TAC:Tomografia axial computerizada

Rx: Radiografia

HIZ: Zona de aumento de sefial ( del inglés High Intensity Zone)

FGF: factores de crecimiento fibroblastico (del inglés Fibroblast Growth Factor)

Wnts: Mammalian homologues of Drosophila wingless
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LIF: Factor inhibidor de leucemia (del inglés Leukemia Inhibitory Factor)

CFU-F: Unidades formadoras de colonias fiblroblasticas (del inglés Fibroblat
colony-forming units)

DMEM: Modificacion del medio Basal Medium Eagle (del inglés: Dulbecco’s
modified Eagle’s Medium)

CSM-NP: Células “Stem” mesenquimales de nucleo pulposo. (MSC-NP)
CSM-MO: Células “Stem” mesesnquimales de meédula ésea. (MSC-MO)

PBS: Tampon fosfato salino o buffer fosfato salino (del inglés: phosphate
buffered saline)

FACS: Células activas por fluorescencia (del inglés: Fluorescence activated cell
sorter)

MP: Mielopatia

RP: Radiculopatia

ACI: Implante de condrocitos autélogos.

BMP: Proteinas morfogenéticas del hueso (del inglés: Bone Morphogenetic
protein).

ATP: Adenosina trifosfato

PPAR gamma: El receptor de peroxisoma-proliferador-activado gamma (del
inglés: Peroxisome proliferator-activated receptor gamma)

C/EBP: Proteina potenciadora de union a CCAAT (del inglés: CCAAT-
enhancer-binding proteins)

IPS: células pluripotenciales induidas (del inglés: Induced Pluripotencial Stem

cells
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