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0. RESUMEN

Justificacion: En el momento actual la degeneracion del disco intervertebral
no tiene un tratamiento curativo si entendemos como tal la "restitutio ad
integrum” del tejido dafiado. El tratamiento conservador actual es puramente
sintomatico, mientras que el tratamiento quirdrgico pretende, bien eliminar
fragmentos de disco deteriorados que estan lesionando estructuras cercanas,
como en el caso de la discectomia, bien la anulacion de la funcion del disco,
como en el caso de la artrodesis posterior, bien la eliminaciéon completa del
disco y su sustitucion ya sea por una protesis o por hueso y elementos
espaciadores en el caso de la artrodesis circunferencial. Los avances actuales
en el conocimiento de la biologia y la genética celulares abren un horizonte
realmente ilusionante de posibilidades de tratamientos dirigidos al origen
primordial del problema degenerativo. EIl OBJETIVO de esta Tesis Doctoral es
describir las caracteristicas de las células mesenquimales progenitoras en el
nucleo pulposo de discos intervertebrales lumbares sanos obtenidos a partir de
pacientes intervenidos de escoliosis idiopatica y comparar sus caracteristicas
con los progenitores celulares obtenidos de médula 6sea de los mismos

sujetos.

Métodos: Hemos realizado un estudio descriptivo con 16 pacientes que
precisaron cirugia de columna vertebral por estar afectados de escoliosis. Se
analizé la presencia de células “stem” mesenquimales (CSM) en el nucleo
pulposo (NP) del ultimo disco intervertebral incluido en el bloque de
instrumentacion de la curva escolidtica, en los mismos pacientes se ha

obtenido una muestra de aspirado de médula 6sea (MO) de la cresta iliaca
2



posterior durante el mismo acto quirurgico y se ha realizado una comparacién
cualitativa de las poblaciones de CSM. Se aislaron y expandieron las 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.

Resultados: Se hallaron progenitores celulares en el disco lumbar sano de los
pacientes. Las células de ambos origenes (disco degenerado y médula 6sea)
se diferencian in vitro hacia ambas lineas celulares, si bien la diferenciacion
adipocitica y osteoblastica 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. Desde el
punto de vista genético expresan de manera similar genes que codifican para
Agrecano, colageno tipo Il, COMP, SOX6 y SOX9, pero presentan una menor

expresion genética de genes que codifican para colageno tipo |.

Conclusiones: El NP de disco vertebral lumbar sano contiene células
troncales mesenquimales. Estas células son similares a las células de MO, con
la excepcion de su capacidad disminuida de diferenciacién adipogénica y
osteoblastica y su menor expresion genética de colageno tipo |I. Estos datos
son coincidentes con los hallazgos obtenidos en el segmento cervical en otro

estudio previo. No podemos demostrar que haya diferencias en el



comportamiento biolégico de la CSM de segmentos biomecanicamente

diferentes como son el cervical y el lumbar.

Palabras clave: Células mesenquimales discales, nucleo pulposo,

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

La patologia osteoarticular es una causa importante de dolor crénico y
limitacion funcional en la poblacion mundial en general. Debido a su alta
incidencia, les supone a las sociedades del primer mundo una importante carga
en forma de absentismo laboral y gasto sanitario. De todas estas
enfermedades, se estima que solo la artrosis es responsable del 50% de las
enfermedades crénicas en la poblacion envejecida, superior a las patologias
cardiopulmonares y los tumores malignos. En los proximos afios se espera que
su incidencia sea aun mayor, debido, en parte al aumento de la esperanza de
vida de la poblacion y en otra parte a la disminucion de la incapacidad debida a
las otras enfermedades para las que si se dedica una gran inversion en
investigacion y tratamientos. En Estados Unidos en el 2015, la artrosis afectaba
a 91.2 millones de personas, de las cuales 61.1 eran adultos menores de 65
afos [, en un estudio que incluye estimaciones sobre todos los casos de dolor
articular y cambio degenerativo, independientemente del grado de limitacion
funcional, lo que supera con creces los datos de muestreos mas conservadores

hechos con anterioridad 2.

Dentro de la afectacion osteoarticular, la patologia de la columna vertebral
supone la causa principal de dolor crénico en adultos jévenes y ancianos, tanto
a nivel lumbar como cervical. La etiologia que produce la degeneracién discal,
a menudo presente en los pacientes con dolor cronico, es multifactorial y no

bien conocida.



El dafio discal se produce de forma lenta por la pérdida progresiva de su
estructura, composicion y funcién. La degeneracion de las células notocordales
que estabilizan la matriz extracelular y protegen la integridad del disco Bl y la
pérdida de condrocitos en el nucleo pulposo (NP) y su sustituciéon por
fibroblastos, parecen asociarse a una degeneracion discal precoz .

La degeneracién de los discos vertebrales ocurre de forma silente durante
muchos afos hasta que, en un momento dado se nos hace evidente por la
aparicion de sintomatologia dolorosa, bien a nivel local, bien a distancia, como
ocurre cuando la inflamacion afecta a una raiz nerviosa. Generalmente el
sintoma se acompafa de unos cambios histologicos que podemos evidenciar
de forma no cruenta mediante estudios de imagen, aunque sabemos que, hoy
por hoy, la correlacion entre sintomatologia, histologia y pruebas de imagen no
es perfecta. La tendencia del dolor lumbar es a la resolucién espontanea en un
periodo mas o menos variable de tiempo, en el cual hay que ofrecer un
tratamiento que calme las molestias, disminuya la limitacién y, si es posible,
limite el numero de nuevos episodios en el futuro, esto incluye analgésicos
antiinflamatorios, analgésicos mayores, fisioterapia, escuela de espalda,
ejercicio de potenciacidon muscular, ortesis externas y también medidas mas
heterodoxas con eficacia menos demostrada, como acupuntura, medicinas
alternativas, masajes y ozonoterapia, entre otras. En un numero no desdefable
de casos, el dolor no tiende a mejorar, o los tratamientos comentados no son
eficaces para conseguir un efecto satisfactorio para el paciente, podemos
entonces, ofrecerle una solucion quirurgica, oferta que debe ser responsable,
definitiva y de contrastados resultados a largo plazo. Las distintas modalidades

de cirugia siempre van a suponer una agresion para el paciente. Desde la
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simple microdiscectomia, en la que unicamente se extirpa el fragmento de
disco degenerado y protruido con el animo de liberar de la compresion a la raiz
nerviosa, hasta la mas compleja artrodesis circunferencial, en la que se elimina
todo el tejido discal, las articulares posteriores y, si es necesario, las
estructuras 6seas y ligamentosas que puedan estar comprimiendo el canal
lumbar, pasando por las descompresiones simples sin 0 con instrumentacion y
las grandes correcciones en las escoliosis degenerativas, ninguna técnica
quirurgica regenera los tejidos dafados, sino que anula su funcién o los
sustituye por implantes u otros tejidos, como son las masas de fusion Gsea.

La tendencia actual en investigacion pretende descubrir los mecanismos de la
regeneracion tisular, empezando por identificar células multipotenciales en
distintos 6rganos del cuerpo, en tejidos embrionarios, como el cordon umbilical,
en médula 6sea hematopoyética y también en los discos intervertebrales Bl.

Las células multipotenciales mesenquimales, o células troncales "stem cells"
(CSM) son la herramienta base sobre la que se pretende evolucionar hacia las
técnicas de regeneracion tisular. En la actualidad ya ha sido comprobada su
capacidad para migrar e implantarse en tejidos distantes, requisito basico para

buscarles un uso terapéutico 6],

A excepcion del hueso, que repara las lesiones que sufre mediante la
formacion de nuevo tejido 6seo que es capaz de remodelar con el tiempo hasta
recomponer una estructura histologicamente idéntica a la previa, y los epitelios
y endotelios, que se regeneran de forma completa siempre que no haya
lesiones de la lamina basal, el resto de los tejidos reparan las lesiones

mediante la formacién de un tejido fibroso cicatricial que sustituye al previo en
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el espacio, pero no en la funcién. Esa capacidad de regeneracion completa, y
no sustitucion por una cicatriz, es la que queremos reproducir con la utilizacion

de CSM.

Existen células multipotenciales de estirpe hematopoyética y de estirpe
mesenquimal, centrandonos en estas ultimas, las podemos encontrar en
meédula 6sea fundamentalmente, pero también en otros tejidos del adulto. Son
capaces de diferenciarse hacia adipocitos, condrocitos, miocitos, fibroblastos o

células neurales.

A través de la terapia celular se pretende abordar la patologia degenerativa
creando lineas de tratamiento precoz, poco agresivo y altamente resolutivo. Es
fundamental, para conseguir el objetivo de regenerar un tejido, el entender
primero los mecanismos fisiopatologicos por los que dicho tejido se degenera.
Sabemos que los tejidos humanos tienen una capacidad de regeneracion
limitada, tanto menor cuanto mas diferenciado y especializado es dicho tejido.
Conseguir utilizar de forma controlada las cualidades de invasion tisular,
diferenciacion y reparacion de las CSM, evitando a la vez la formacion de tejido

de granulacidn y cicatrizacion fibrosa es el objetivo final de la terapia celular.

Aunque ya se ha insinuado con anterioridad, es necesario definir dos
conceptos que marcan la razon de ser de esta tesis doctoral antes de que
finalice esta introduccion. Primero, la reparacién de un tejido biolégico es la
restauracion de este, tras una lesion, sin necesidad de que este conserve su

arquitectura ni su funcionalidad original, es la reaccion mas habitual en la
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mayoria de los tejidos lesionados, y da como resultado una cicatriz. Segundo
concepto, la regeneracioén, se puede hablar de ella cuando la restauracion del
tejido produce otro con propiedades indistinguibles del original. La ingenieria de
tejidos pretende conseguir la regeneracion de las lesiones tisulares 1.

Las CSM, descritas por primera vez por Friedenstein ® son células no
hematopoyéticas cuya principal ubicacion es la Médula Osea, tienen aspecto
fibroblastico y caracteristicas de célula pluripotencial, esto es, son capaces de
dividirse, proliferar y diferenciarse hacia varias lineas de tejido mesodérmico.
Se han identificado en MO [, grasa "' masculo 4, piel '3, periostio 4],
tendén 'S y tejido nervioso ['®l. De todos estos tejidos, donde son mas
abundantes y faciles de obtener, por la menor morbilidad que conlleva el

proceso de extraccion es en la médula 6sea y el tejido adiposo @1,

Para que una célula pueda ser considerada multipotencial mesenquimal segun
los criterios de la Sociedad Internacional de Terapia Celular (ISCT) debe
comprobarse su capacidad de diferenciarse hacia diferentes estirpes
mesodérmicas !'"]. Desde su descripcion inicial, el interés que han levantado
estas células ha ido en aumento, se han desarrollado diferentes métodos de
cultivo y diferenciacion y se ha ido aprendiendo sobre sus propiedades y
caracteristicas. En la siguiente figura se representa un extracto de CSM
obtenido a partir de una de las dos fuentes principales que se han mencionado

previamente, en este caso, un lipoaspirado (Figura 1) 8],
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Centrifugacion

Lipoaspirado

Cultivo

-y
-

Pellet

Digestién con colagenasa

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

Hay estudios preclinicos y clinicos que avalan la utilidad de las CSM para el
tratamiento de enfermedades degenerativas o de base autoinmune,
principalmente a nivel cardiovascular, de aparato locomotor, para trasplante
hematopoyético, en tracto gastrointestinal, pancreas y sistema nervioso central
(19201 aprovechando su capacidad de proliferacion, diferenciacion e
implantacion, se han manipulado para ser administradas, tanto por via
intravenosa como local directo en el tejido diana.

Esta publicada la influencia que tienen las CSM en la homeostasis del tejido
0seo, de lo cual se puede inferir que las patologias que cursan con
degeneracion a este nivel podrian tratarse con dichas células multipotenciales
adecuadamente modificadas ?'l. Igualmente hay estudios que demuestran ya
la existencia de este tipo de células en el nucleo pulposo (NP) de los discos
intervertebrales (DIV), 2224, En este trabajo dirigimos nuestra atencion a los
discos intervertebrales lumbares sanos, queremos descubrir y describir la

existencia de células multipotenciales y caracterizarlas antes de la
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degeneracion de dichos discos, que sabemos que esta mediada por la carga
mecanica 2%, y haremos una breve comparacién con estudios previos que

caracterizan estas mismas células en discos degenerados a nivel cervical.

El area cervical, se comporta de forma diferente, desde el punto de vista
mecanico al area lumbar, es sobre todo movil. La influencia de la movilidad se
ha analizado con el ejercicio fisico, que parece estimular la reparacion del disco
y la proliferacion de CSM en modelos animales, de forma diferente a lo largo

del raquis 28],

El NP discal es un entorno avascular y, por lo tanto, hipdxico, sometido a
cargas mecanicas. En principio debe ser un ambiente poco favorable para la
invasion de células con intencidn regeneradora, el paso terapéutico inicial pasa
por mejorar el microambiente desfavorable en el que se ha iniciado la
degeneracion discal, para, de forma precoz, implantar células troncales que se
diferencien y recompongan la arquitectura del tejido discal 7. Usamos
indistintamente los términos “troncal”, célula madre o “stem cell”’, para definir
una célula progenitora, autorrenovable, capaz de regenerar uno o0 mas tipos
celulares diferenciados.

Casi cada tejido adulto tiene una poblacion de células multipotenciales, en
mayor o menor concentracion, que le son caracteristicas. Estas células
participan del mantenimiento de dicho tejido y de su regeneracién en caso de
producirse algun pequefo dafo tisular. Inicialmente se creia que las células
troncales de cada tejido adulto eran tan especificas que solo se iban a

diferenciar hacia células maduras de ese tejido, y que solo las células

12



embrionarias tenian la capacidad de diferenciarse hacia multiples lineas
celulares. Sin embargo, estas células poseen la capacidad de autorrenovarse
mediante divisiones mitoticas 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, dependiendo de su grado de
multipotencialidad. 8. El hecho de que podamos aislar células madre en
discos degenerados nos crea expectativas sobre la posibilidad de una
regeneracion 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 29,

Varios grupos han investigado el potencial de las células troncales
mesenquimales en la reparacién y regeneracion de tejidos, evidenciando la
capacidad de diferenciacion de estas células. Se han definido in vitro, las rutas
de diferenciacion de estas células, en concreto para reparar patologia
esquelética 919, |esiones en cartilago B'32, musculares % y tendinosas B4
En la siguiente figura se representa un esquema basico de diferenciacion de

las CSM (Figura 2).
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Figura 2. El proceso mesegeénico (segun los conocimientos en 1980). 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 segmento movil: disco, carillas y platillos vertebrales

La articulacion formada por el disco intervertebral y las dos vértebras
adyacentes, superior e inferior es del tipo anfiartrosis, parecido, por ejemplo, a
la sinfisis del pubis (Figura 3), la suma de todos los discos de la columna
vertebral supone la mayor estructura avascular del organismo en cuanto a
tamano, al final del crecimiento puede suponer hasta un tercio de la altura total
de la columna vertebral, aunque a medida que avanzan los afnos van perdiendo

altura, de hecho, al final de la vida se pueden haber llegado a perder hasta 30
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cm de estatura total solamente debidos a la degeneracion discal y a los
microaplastamientos vertebrales producidos por la osteoporosis.

La funcién principal del disco es transmitir y amortiguar cargas axiales, hasta el
80% de las cargas se transmiten a través de las columnas anterior y media de
la columna vertebral y, por tanto, a través del disco, el 20% restante de las
cargas axiales se transmite a través de la columna posterior, donde se
encuentran las articulares posteriores o articulaciones facetarias. Se ha
calculado que la columna vertebral es capaz de soportar cargas axiales a
compresion superiores a 300 kg; en distraccion, sin embargo, las cargas que

soporta en los modelos experimentales son aproximadamente la mitad.

Figura 3. Anfiartrosis. Diseccion de la unién disco-platillo vertebral. (Tomado de

The Spine. Rothman-Simeone 62 Ed. Saunders, p.49).
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A nivel general se considera que el "envejecimiento fisiologico" empieza al final
de la tercera década de la vida, cuando el balance metabdlico global pasa del
anabolismo a catabdlico, se deja de ganar masa muscular y masa 6sea, se van
perdiendo capacidad pulmonar y cardiaca, empieza la hipertrofia prostatica y
otros efectos. El proceso es inicialmente lento y sus efectos no se nos hacen
evidentes hasta unas décadas después. Sin embargo, a nivel discal hay
evidencias de que la degeneracion puede iniciarse incluso en edades mas
tempranas %1, Clinicamente los fendmenos mas precoces de deterioro suelen
ser las hernias discales y los lumbagos asociados, bien a deshidratacion discal
sin pérdida de altura ni protrusién, bien a hipertrofia de las facetas, bien a

ambas.

La estructura del disco intervertebral esta formada por un anillo exterior de
fiboras de colageno tipo | entrelazadas en varias capas con direcciones
ligeramente diferentes que se unen a los platillos vertebrales superior e inferior
en su zona mas periférica formando un recipiente hermético que contiene en su
interior una estructura gelatinosa derivada de la notocorda embrionaria, el
nucleo pulposo (NP). Este ultimo, esta formado por un tejido blando, pero de
estructura similar al cartilago, con células similares a condrocitos dispersas por
una gran matriz extracelular de proteoglicanos de alto peso molecular
interconectados por hialuronatos de menor peso molecular, toda una
arquitectura disefiada para absorber y retener agua junto con la que formar una
almohadilla perfecta para la funcion que tiene encomendada.

La nutricion y oxigenacion de las células de la matriz interna del disco

intervertebral se realiza a través de difusion pasiva atravesando los platillos
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vertebrales, ya que no hay evidencia de la existencia de vasos sanguineos
funcionantes en el interior de los discos después de su formacién completa en

el periodo embrionario. (Figura 4).
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Figura 4. Disco intervertebral. Facetas, ligamentos y sus relaciones.
A: nucleo pulposo, anillo apofisario, platillo condral. B: Componentes del

segmento de movilidad descrito por Junghands. C: Comportamiento del nucleo

pulposo ante la compresion axial y sus relaciones con estructuras foraminales.

1.1.1 Embriogénesis del disco intervertebral.

Ya en la tercera semana de gestacion se observan estructuras de lo que luego
sera la columna vertebral completa, la notocorda es el eje sobre es que se
articulara la formacion del esqueleto axial. Las tres capas embrionarias,
ectodermo, mesodermo y endodermo participan de la formacion de las distintas
estructuras (Figura 5).
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Figura 5. Desarrollo embrionario. A: 17 dias. B: 19 dias. C: 20 dias. D: 21 dias.

Tomado de Langman, Embriologia Médica. 5°Ed. Ed. Panamericana 1990.

Las estructuras de soporte de la columna, esto es, cuerpos vertebrales y discos
se forman a partir de especializaciones de células del mesodermo, se producen
unas segmentaciones con diferentes caracteristicas tincionales que mas

adelante se diferenciaran en discos y cuerpos vertebrales. (Figura 6)

18



Cisco
Miclea pulpose ¥ ;
irlerveregral
Molocarda Miatama dsco interserignral

Cuarag
vernebral

-Segmenta de : o orgeo
esclergioma:

Figura 6. Desarrollo embrionario canal raquideo. A: cuarta semana. Tejido
intersegmentario poco compacto. B: formacion de los discos. C: formacion de
los cuerpos vertebrales. Tomado de Langman, Embriologia Médica. 5°Ed. Ed.

Panamericana 1990.

El ndcleo pulposo se forma por expansion y condensacion de estructuras
cartilaginosas que rodean la notocorda embrionaria, las células se agrupan
formando la llamada chorna reticulum y son las responsables de la formacién y
mantenimiento de la matriz extracelular (Figura 7). En individuos normales se
han observado células notocordales activas incluso en la segunda década de la
vida, en los pocos y lamentables casos en que se ha observado persistencia y
actividad de estas células en edades mas avanzadas ha sido en la formacion

de cordomas, tumores con importante agresividad local.
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Figura 7. Nucleo Pulposo y sus relaciones.

Como la mayoria de los tejidos conectivos, en el disco intervertebral una
pequefia poblacién celular es la responsable de fabricar y mantener un gran
volumen de matriz extracelular que es la que proporciona sus caracteristicas y
funcion al tejido. Como ya se ha citado previamente, el anillo fibroso esta
formado por fibroblastos que sintetizan fibras de colageno tipo | orientadas
verticalmente, con anclaje en la periferia de los platillos vertebrales superior e
inferior, con una inclinacién variable entre ellas de unos 30°, de forma que se
crea una celosia multicapa que sella herméticamente el contenido del anillo y
confiere una excepcional resistencia a las fuerzas desde todas las direcciones.
(Figura 8). El anillo fibroso tiene menos capas y, por tanto, menor espesor en la
parte posterior de los discos que en la parte anterior, lo cual tiene implicaciones

en la génesis de las hernias discales.
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Figura 8. Fibrillas anillo fibroso

Entre las fibras del AF mas internas y el NP propiamente dicho existe una
delgada zona de transicion. El interior del NP es una amalgama de fibras de
colageno tipo Il dispuestas de forma amorfa y una matriz de proteoglicanos y
de hialuronato con escasa células redondeadas dispersas y aparentemente

aisladas entre si en la matriz.

El disco intervertebral se ancla en la periferia de los cuerpos vertebrales
superior e inferior mediante la interdigitacion de las fibras de colageno del anillo
a través del periostio que recubre el hueso con las propias osteonas, este
anclaje es tremendamente resistente, hasta el extremo de que en las lesiones
por extension-distraccion de la columna vertebral, la rotura ocurre a través del
centro del cuerpo vertebral o por el centro del anillo fibroso, no por la insercion.
En la periferia del cuerpo vertebral el platillo es mas grueso, para cumplir su

funcién de transmitir cargas y soportar el peso del cuerpo, la parte central del
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platillo tiene la responsabilidad de permitir el paso por difusion de nutrientes y
oxigeno para mantener la biologia del interior del disco intervertebral, el platillo
esta tapizado en su interior por un auténtico cartilago hialino, una fina capa
similar al de las articulaciones diartrodiales, cuya funcién es servir de barrera
para impedir la salida de grandes moléculas, permitiendo solo la difusién de

pequefias moléculas sin carga electrostatica desde el interior del disco

intervertebral (Figura 9).

Figura 9. Vias de nutricion
A: Riego sanguineo, CV: Vertebra, N: Nucleo, EP: Platillo vertebral epifisiario

Resulta, pues, evidente que la nutricion del disco intervertebral es precaria en
condiciones normales, permitiendo solo la persistencia y supervivencia de una
pequefia poblacion celular en su interior, con unas necesidades bioldgicas en el
rango del mantenimiento, pero que dificiilmente pueden asumir la sobrecarga
metabdlica que supondria una reparacion. Con el paso de los anos, ademas va
ocurriendo una esclerosis y engrosamiento de la fina cortical central de los
platillos, lo cual dificulta mas el aporte de nutrientes y la eliminacién de

productos de deshecho.
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1.1.2 Consideraciones anatomicas y mecanicas del segmento basico de
movilidad

Las tres articulaciones que forman el segmento basico de movilidad de la
columna vertebral son, por delante el disco intervertebral con las dos vértebras
adyacentes, superior en inferior y, por detras, las dos carillas diartrodiales o
facetas de los arcos posteriores. El disco asume la mayor parte de las cargas,
como ya se ha comentado, las facetas permiten los movimientos de flexo

extension, inclinacién lateral y cierta rotacion de las vértebras entre si.

En lo que es el propio disco, el nucleo pulposo trabaja absorbiendo y
dispersando cargas gracias a sus propiedades viscoelasticas, mientras que el
anillo fibroso es el encargado ultimo de frenar y contener dichos esfuerzos

mecanicos.

Las facetas son auténticas articulaciones sinoviales y, por tanto, susceptibles
de sufrir artrosis. Cuando el disco empieza a fracasar y va perdiendo
cualidades mecanicas, las carillas van asumiendo una carga de trabajo
mecanico para la cual no estan disefiadas y empiezan a reaccionar, como
ocurre en otras partes del organismo, hipertrofiandose, lo cual, a parte de poco
eficaz, genera otros problemas de compresion de estructuras neurales nada

deseables.
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1.1.3 Propiedades biomecanicas del disco intervertebral

1.1.3.1 Biomecanica de la estabilidad de la columna vertebral

Es preciso introducir la descripcion del movimiento y la estatica normales de la
columna vertebral antes de iniciar la descripcion de la patologia. Las
alteraciones de las condiciones mecanicas de la columna son la base para
entender las alteraciones fisiologicas y bioldgicas, y no se entienden las unas
sin las otras. La columna es una estructura de soporte sometida a esfuerzos y
que genera fuerzas y momentos de fuerza sirviéndose de puntos de apoyo, y

musculos para vencer resistencias mediante brazos de palanca.

1.1.3.2 Funcidn y biomecanica del disco intervertebral y la columna

La columna vertebral tiene como funciones soportar el peso de la cabeza y del
tronco con los 6rganos toracicos y abdominales, permitiendo a la vez cierta
movilidad y, ademas, servir de estuche de proteccion a la médula espinal
(Figura 10). En la mayoria de los individuos sanos, se compone de 7 vértebras
cervicales, 12 toracicas, 5 lumbares, 5 vértebras sacras fusionadas entre si y
tres o cuatro segmentos coccigeos también fusionados. En el plano coronal no
tiene curvaturas de forma fisiologica, o de aparecer alguna curvatura en este
plano en un estudio de imagen, debe ser menor de 10° para considerarse

normalmente fisiologica.

24



C1 nerve

i oY (|C
C1 vertebra =
Cervicales ) a1 I8
\ Vértebra ol (=]
2 /prom\nente all hs— pura
! -
)
c7 vgretebra )
nerve
T1 vertebra —$2
T1 nerve - \ -

+Tordcicas

e Discos

intervertebrales  ventrar Dorsal

T12 veriebra —
T12 nerve

Apéfsls '
transversas Q E
e

rLumbares & 4]”""]1- 5 Cauda equina

Filum terminale
(intemum)
\ End of dural sac

IV sacra L5 nerve
3 I. Sacrum "’s\\
0 O
Iy

LS vertebra

Promontorio

‘l Filum terminale

(externum)

Figura 10. Columna vertebral y médula espinal

En el plano sagital, la columna vertebral humana presenta cuatro curvas de
manera fisiologica (Figura 11). Esta disposicidn, caracteristica de los bipedos
auténticos, no estda presente en otros primates bipedos ocasionales.
Biomecanicamente las curvas fisiolégicas dotan a la columna de una mayor
resistencia tanto a la traccion como a la compresion axiales que si fuera
completamente recta o si tuviera una unica curva amplia como ocurre en otros

animales que necesitan distribuir las cargas durante la deambulacion de

manera diferente a los humanos.
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El perfil sagital normal
El perfil normal muestra una 7 vértebras cervicales
curva lumbar y toracica
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Figura 11. Perfil sagital normal

Entre los cuerpos vertebrales, las cargas se transmiten y amortiguan gracias a
la combinacién de discos intervertebrales y articulaciones facetarias, junto con
los ligamentos y capsulas articulares. Durante un movimiento concreto de
flexion o extension, partes del disco intervertebral se ven sometidas a fuerzas
de compresion, mientras que otras porciones son sometidas a fuerzas de
distraccion, en los movimientos de rotacion se afaden fuerzas de cizallamiento

a las distintas zonas del disco intervertebral.

1.1.3.3 Funcionamiento en compresion del disco intervertebral.

En las tres primeras décadas de la vida, mientras el balance entre anabolismo
y catabolismo del organismo es positivo, el interior del disco posee suficiente
hidratacion para actuar como una masa viscoelastica. La transmisién de cargas

axiales se realiza desde el centro hacia la periferia, donde la contencién de las

26



capas del anillo fibroso produce un aumento de la presién hidrostatica en el
nucleo gelatinoso del disco que se transmite al centro de los platillos
vertebrales. Con el paso de los afnos, la degeneracién fisiologica del disco
intervertebral produce un deterioro en sus cualidades mecanicas, disminuyendo
su capacidad de retener liquido y, por tanto, su capacidad de transmitir cargas
basado en el aumento de la presion hidrostatica como respuesta a la
compresion. En el nuevo escenario la altura discal esta disminuida, la presion
en el centro del disco es menor y, a la carga axial, se produce una dispersion
de las fuerzas hacia la periferia, en la zona ocupada anatdmicamente por las
inserciones del anillo fibroso. Cuando el disco esta degenerado, en sus capas
externas recae menos tension periférica, mas presion axial y mas fuerza de
compresion sobre las fibras, las cuales, como se ha visto, estan disefadas para
trabajar a distraccion de forma optima, pero no a compresion.

Estudios experimentales desarrollados con intencion de conocer la estructura y
funcionamiento de los discos intervertebrales, como los desarrollados por
Virgin®! muestran como las cargas elevadas y continuadas no son suficientes
para explicar uno de los primeros estadios de degeneracién del disco, como es
la herniacion del nucleo pulposo, ni siquiera pequefas incisiones en discos por
otra parte completamente sanos, producen salida de contenido discal. Otros
estudios experimentales en la misma linea coinciden en que sélo los factores
externos no son suficientes para explicar la degeneracion discal, tales son los
escritos de Hirsch 371, Markolf y Morris 38 y Farfan y cols. ¥, curiosamente, si
aceptan la posibilidad de formacion de hernias intraesponjosas debidas a

causas mecanicas-ambientales (Figura 12).
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1.1.3.4 Elasticidad y maleabilidad discal

La columna vertebral en humanos trabaja mecanicamente en condiciones de
compresion, son pocas las situaciones en las que puede encontrarse
trabajando en distraccion pura, sin embargo, como se ha comentado
anteriormente, si se dan circunstancias en las que una parte del anillo discal
esté trabajando en distraccion y la otra en compresion, como es el caso de
todos los movimientos de flexo-extensidn y lateralizacion. Markolf B8 estudié
las propiedades elasticas del disco y describié como el mismo es mas rigido en
compresion que en condiciones de distraccion. Esto se explica por el aumento
de la presion hidrostatica en el interior del nucleo al recibir la carga de
compresion. El disco se abomba en compresiéon, hasta donde le permite la

rigidez de las fibras del anillo y se estrecha en distraccion. (Figura 13).
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Figura 13. Comportamiento del disco en situaciones de tension y compresion.

1.1.3.5 Comportamiento del disco ante fuerzas de flexion

Salvo en condiciones experimentales en laboratorio, en las que se pueden
analizar aisladamente los distintos vectores de fuerza que pueden actuar sobre
el segmento de movilidad de la columna vertebral y, mas concretamente, sobre
el disco, en situaciones fisiologicas el tipo de cargas a las que se ven
sometidas las estructuras discales suele ser muy complejo y variable, flexiones,
tracciones, compresiones axiales, compresiones asimétricas, resulta, por tanto,
fundamental analizar separadamente cada vector de fuerza para llegar a
comprender cual esta relacionado con la degeneracion y el fallo discal. (Figura
14). El disco intervertebral esta muy bien disefado para soportar y transmitir
cargas axiales simétricas, estudios experimentales de Farfan y cols. B9
analizaron el comportamiento del segmento de movilidad y del disco en flexion
y extension. En cualquiera de los planos de movimiento, una angulacion de
entre 6° y 8° no produce fallo de estructuras. Si se eliminan las estructuras
articulares posteriores para conseguir aumentar la movilidad segmentaria se

producira un fallo en las estructuras discales a partir de los 15° de angulacion.
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Figura 14. Flexion y torsion sobre el disco

1.1.3.6 Comportamiento del disco ante fuerzas de torsion

En el experimento de Farfan y cols. 9 se propuso que la torsion, esto es,
fuerzas de rotacion sobre un eje vertical podria estar en el origen de la lesién
de las estructuras discales. La torsidbn ocurre de forma normal en los
movimientos de la columna que implican giros en el plano coronal, es decir, en
situaciones en que el eje de los hombros rotara con respecto al eje de la pelvis,
situacion muy habitual. En este tipo de movimientos la intensidad de las fuerzas
sera tanto mayor cuanto mas alejado se esté del centro de rotacion, tal y como
corresponde a la definicion fisica de momento de fuerzas. El estudio realizado
sobre especimenes compuestos por un segmento de movilidad, esto es, dos
vértebras con su disco y articulares posteriores y los ligamentos que los unen,
sin la participacién de la musculatura paravertebral, sobre los que se aplicé una
fuerza de torsion con el centro de rotacion en la parte posterior del disco,
demostré que la relacion entre momento aplicado y deformacién seguia un
patron sigmoideo, con una zona inicial entre los 0° y 3° de angulacion en que
un pequeio momento era suficiente para conseguir la deformacion, seguido de

una zona mas amplia en la que la relacion entre momento aplicado y
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deformacion obtenida era lineal entre los 3° y 12° La ultima fase de la
deformacion ocurria entre los 12° y 20° en discos sanos, antes de la rotura con
un nuevo aplanamiento de la curva. También se comprobo6 el comportamiento
de discos degenerados, observandose que el limite hasta la rotura era en torno

a un 25% menor que en los discos sanos.

1.1.3.7 Comportamiento del disco ante fuerzas de cizallamiento

Las fuerzas de cizallamiento son aquellas que se producen simultaneamente
en el mismo plano y en direcciones opuestas sobre una estructura. Ocurre
cizallamiento en el plano axial, perpendicular al eje mayor de la columna
vertebral, en esencia supone la creacion de una fuerza de corte generalmente
homogénea en toda la circunferencia del anillo fibroso discal. En las
direcciones anteroposterior y lateral, la fuerza de cizallamiento que es capaz de
soportar un espécimen experimental de columna vertebral como el que se ha
descrito en los puntos anteriores es de en torno a 260N/m? lo que resulta un
valor considerable, por tanto, la resistencia del segmento de movilidad al
deslizamiento anteroposterior y al lateral, denominados listesis en la clinica, es
elevada, y superior a las fuerzas que aparecen normalmente en situaciones
fisiolégicas. Se puede afirmar que el fracaso del segmento de movilidad debido
a fuerzas de cizallamiento puras es muy poco frecuente, aunque, como ya se
ha comentado previamente, los movimientos puros fuera del ambito
experimental son raros, lo mas frecuente es la combinacion de vectores de
fuerzas sobre una o distintas partes de un disco, de manera simultanea en

condiciones de funcionamiento normales.
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1.1.3.8 Caracteristicas discales de fluencia y relajacion

La fluencia o cedencia se define en fisica como la deformacion irrecuperable de
una estructura, a partir de la cual solo se recuperara la parte de su forma
correspondiente a la deformacion elastica. A partir del punto definido como
limite de fluencia, la deformacion que ocurre se denomina deformacién plastica.
Hasta el punto de fluencia el material se comporta de manera elastica, después
lo hara de manera plastica en aquellos materiales, como es el disco
intervertebral que presentan esta caracteristica. Kazarian 0 realizé pruebas de
fluencia sobre unidades vertebrales funcionales (UVF). Analizé separadamente
cuatro grados de degeneracion discal, de 0 a 3, siendo cero el disco normal.
Observd una relacion, entre las caracteristicas de fluencia y el grado de
degeneracion del disco. Los discos sin degenerar (grado 0), cambian con
lentitud y alcanzan su situacidon de deformacion final pasado un tiempo
considerable en comparacion con los ya degenerados (grados 2 y 3). La curva
en el grado 0, 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. Por lo que se deduce que, segun avanza la degeneracion, el disco
pierde su capacidad para atenuar los impactos y repartir las presiones por el

platillo vertebral de forma homogénea.

1.1.3.9 Caracteristica discal de histéresis

La histéresis se define como la tendencia de un material a conservar una de
sus propiedades en ausencia del estimulo que la ha generado. El disco

intervertebral, como estructura viscoelastica, tiene esta tendencia en
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determinadas condiciones. En condiciones de ciclos repetitivos de carga y
descarga sobre el disco este va precisando progresivamente menor energia
para deformarse a medida que progresan los ciclos, y también aumenta el
tiempo requerido para recuperar su forma previa de reposo cuando cesan
dichos ciclos. La fuerza deformante sera diferente en funcion de las
caracteristicas viscoelasticas del disco, por tanto, los discos degenerados
necesitan menos ciclos y menos fuerza para deformarse y permanecer
deformados (histéresis) en condiciones de cargas ciclicas, que los discos
sanos. Igualmente, la histéresis puede variar entre unos discos y otros a lo
largo de la columna vertebral. Virgin B¢ observé que los discos toracicos
inferiores y lumbares superiores, mostraban menos histéresis que los lumbares
inferiores y que esta propiedad disminuia, cuando el mismo disco recibia una
carga por segunda vez. Es decir, a igual grado de degeneracion, el

comportamiento viscoelastico es diferente entre los discos de distintos niveles.

1.1.3.10 Comportamiento del disco ante cargas ciclicas

En todos los materiales o compuestos de materiales se pueden producir fallos,
fracasos o roturas por dos tipos de mecanismos, por un lado, una fuerza
puntual excesiva que supere el limite de resistencia del material, por otro, la
aplicacion de una fuerza ciclica, inferior al umbral de rotura, pero de forma
continua, acaba produciendo el fallo por fatiga del material. El disco
intervertebral (Figura 15), puede lesionarse por cualquiera de estos dos
mecanismos. De hecho, la rotura por un evento puntual de elevada energia
solo se ve en grandes traumatismos, como accidentes de trafico o caidas de

altura, mientras que las lesiones atribuibles a cargas ciclicas estan
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seguramente en la génesis de la degeneracion discal atribuida al
"envejecimiento” que ocurre en todas las personas a partir de cierto momento

de la vida.

Médula espinal . Raiz nerviosa
i

B

Figura 15. Disco sano y hernia discal

1.2 Caracteristicas del disco en la degeneracion

La degeneracion discal implica un cambio en la composicion de los elementos
del interior del disco. Se producen modificaciones tanto en la composicion de la
matriz extracelular como en la cantidad y viabilidad de las células de la matriz.
En los afos setenta del pasado siglo se publicaron las teorias que describen la
posible génesis de la degeneracién discal. Segun Naylor y cols !l en 1975 la
génesis de la degeneracion discal se iniciaba con la fisuracion del anillo fibroso
y la invasién de la zona lesionada por tejido de granulacién vascularizado que,
al ponerse en contacto con el interior del disco, que se habia mantenido aislado
del resto del organismo desde el final del periodo embrionario, producia una

reaccion autoinmune que ocasionaba la degeneracion de los proteoglicanos y
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la consecuente pérdida de capacidad funcional del disco. El afio siguiente, en
1976, Gertzbein ¥ propuso que era la extrusion o el secuestro del nicleo
pulposo en el interior del canal vertebral durante la aparicion de una hernia de
disco lo que provocaba una reaccion de cuerpo extrafio y posteriormente una
activacion del sistema inmune contra las estructuras intradiscales. En 1977
Pritzker 3 centro el inicio del proceso degenerativo en la degeneracion del
cartilago hialino que tapiza los platillos vertebrales, puesto que es a través de
este cartilago, por difusién de nutrientes, como los condrocitos que forman y
mantienen la matriz discal se nutren, una alteracion de las caracteristicas del
cartilago y del hueso subcondral sobre el que asienta produciria una
disminucién de los condrocitos discales y una disminucion de la calidad de la
matriz extracelular. Al deteriorarse las cualidades mecanicas del disco se
produce una reaccidén en cadena que afecta al resto de estructuras de la unidad
funcional. Las articulaciones facetarias en la parte posterior de los arcos
vertebrales se sobrecargan mecanicamente y reaccionan, como lo hace todas
las articulaciones diartrodiales, generando osteofitos, hipertrofiando las
capsulas articulares y los ligamentos amarillos y generando, por tanto, el

cuadro clinico de la discopatia degenerativa.
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Figura 16. Evolucion de la degeneracion discal hasta la hernia

1.2.1 Componente celular del disco sano

El disco intervertebral tiene dos regiones diferenciadas con caracteristicas
histologicas, estructurales y, por tanto, funcionales diferentes. Por un lado, el
anillo fibroso esta formado por capas alternas de colageno fundamentalmente
tipo | dispuestas en direcciones ligeramente diferentes entre si, esta estructura
estd mantenida por una matriz celular de fibroblastos fusiformes dispuestos
longitudinalmente con respecto a los haces de colageno, de manera similar a lo
que ocurre en otros tejidos fibrosos como son los tendones o los ligamentos.
En el interior de este anillo fibroso se dispone otra regidén histolégica con
consistencia de gel formada por fibras de colageno en menor densidad flotando

en una matriz de agua y proteoglicanos. Para nuestro estudio es basico
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conocer y comprender la estructura y celularidad del interior del disco

intervertebral.

Existen diferentes tipos celulares dentro de la matriz discal, en una densidad de
5500 células/mm?, los condrocitos, mas abundantes en la periferia, tanto cerca
de los platillos vertebrales como del anillo fibroso, donde los nutrientes que
acceden al interior del disco y la oxigenacién son mas elevados, son los
encargados de mantener la matriz.

Las células puramente notocordales, procedentes del neuroectodermo
embrionario, desaparecen en el ser humano en la primera década de la vida en

condiciones normales. (Figura 17).

Figura 17. Disco intervertebral al microscopio 6ptico
NP: Nucleo Pulposo

AF: Anillo Fibroso

EP: Endplate (platillo vertebral)
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1.2.2 Componente matricial del disco

La matriz extracelular esta estructurada de forma compleja como se describira
en los siguientes apartados, los condrocitos emiten unas prolongaciones que
les permiten, mediante sefales quimicas, conocer el estado de la matriz
extracelular, su configuracion y actuar modificando la biosintesis de enzimas.

Dichas enzimas actuaran degradando matriz vieja y regenerando nueva matriz.

1.2.2.1 Proteoglicanos de la matriz

Los proteoglicanos se componen de un centro proteico al que se unen
mediante enlaces covalentes los polisacaridos o glucosaminglicanos (condroitin
sulfato y queratan sulfato). En el disco intervertebral el agrecano es el
proteoglicano (PGC) mas abundante en el disco (Figura 18), en los discos
sanos constituye el 70% del peso seco del nucleo pulposo (NP) y el 25% del
anillo fibroso (AF), son moléculas extremadamente hidrofilicas, que retienen
agua en grandes cantidades para formar juntos la mayor parte de la matriz
extracelular. Los agrecanos se agrupan, nada mas sintetizados, a través de su
region globular G1 del centro proteico en torno a moléculas de hialuronato, que
funciona como un estabilizador de la estructura hidrofilica, de esta forma queda
sellado un gran agregado reticular empapado en agua y rodeado por una red

fibrosa de colageno.
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Figura 18. Molécula de agrecano

Ademas de los masivos aglomerados de agrecano con mas de cien cadenas
alternas de condroitin sulfato y queratan sulfato, existen otros pequefios
proteoglicanos con soélo una o dos cadenas de glucosaminglicanos que no
forman agregados con el acido hialurénico, se han descrito decorita, biglucano,
fibromodulina y lumicano, se cree que, en vez de una funcién estructural, tienen
un papel modulador sobre la sintesis de colageno y de fijacion de factores de

crecimiento en el interior de la matriz extracelular.

Cuando aparece la degeneracion discal, la traduccion histologica de la misma
es una disminucion de todos los proteoglicanos, estructurales o no, se han
descrito enzimas proteoliticas como las metaloproteasas (MMP) y agrecanasa
y se han detectado los productos de degradacion de los proteoglicanos. La
fragmentacion de las estructuras glucoproteicas de la matriz afecta

negativamente a su capacidad para retener agua y mantener con ello la altura,
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turgencia y estabilidad del disco intervertebral. Puesto que se ha observado
como las células de discos degenerados conservan la capacidad de sintetizar
agrecanos, el proceso de degeneracion se debe a una pérdida del equilibrio

entre degeneracion y reparacion de la matriz.

1.2.2.2 Estructura de colageno discal

A nivel del anillo fibroso que forma la periferia del disco intervertebral, el tipo de
colageno predominante es el tipo |, a nivel del centro del disco, en el nucleo
pulposo el colageno predominante es el tipo Il (Figura 19). Entre estos dos
tipos, forman el 80% del colageno total del disco intervertebral, el 20% restante
se distribuye en proporciones variables entre colagenos tipo I, 1V, IX, X, XI,
XIl, X1V, sin que esté definida cual es la funcién de cada uno. Parece que
algunos tipos de colageno podrian participar en la formacion de las fibrillas de
los otros tipos de colageno predominantes. 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 IV estdn mas en relacion con las

células.

En la degeneracion discal el colageno también sufre cambios, aunque no tan
evidentes como los de la matriz extracelular, la cantidad total cambia poco,
pero si hay cambios en las proporciones de los tipos menos frecuentes y un
aumento del grado de desnaturalizacidén del colageno tipo Il del interior del NP.
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
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factible sintetizar nuevas moléculas de colageno, por lo menos durante una
fase incipiente de la degeneracion discal, quiza en un intento de reparar el

disco.

Nucleo
pulposo Prateoglicano

Anillo
fibroso

Proteoglicans

Placa basal

de catagy Colagenn
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55%

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

1.2.3 El disco degenerativo

Puede no ser facil consensuar cuando los cambios evolutivos que ocurren en
los tejidos pasan de ser maduracion a ser degeneracion, con esta premisa, el
disco intervertebral es la estructura que empieza a mostrar cambios
degenerativos de manera mas precoz, ya desde el mismo momento del
nacimiento se difumina la separacién entre NP y AF. El NP ya empieza a
perder capacidad de retener agua, lo que se traduce en una pérdida de altura.
Progresivamente van apareciendo fisuraciones en las capas del anillo fibroso,
estas microrroturas, demostradas por discografia o, en casos mas avanzados,
por RMN, son lo que definen la degeneracion discal. Segun Trout y cols. 4 el

50% de las células en el disco de un adulto estan necrosadas. La relaciéon entre
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degeneracion y clinica dolorosa se explica por el aumento de la vascularizacion
con finalidad reparativa en la periferia del anillo y la demostracion histologica de
proliferacion de terminaciones nerviosas peridiscales.

Los estudios de Boos y cols. % sobre los cambios morfoldgicos en discos
degenerados mostraron como en pacientes de dos afios se empezaban a
observar aumento de hendiduras y cambios granulares a nivel nuclear. Se
relaciona de este modo en el tiempo la degeneracion celular, la degeneracion
del anillo periférico y de la matriz y la sintomatologia dolorosa.

En la gran mayoria de los casos, se evidencia mas precozmente la aparicion de
cambios degenerativos en los discos lumbares lo cual apoyo las teorias
clasicas que relacionaban la degeneracion con el sobreuso, los traumatismos
de alta energia y los microtraumatismos ciclicos. Es innegable que el ambiente
juega un papel en todos los procesos degenerativos, sin embargo, hay
evidencia bastante consistente de que la constitucion genética puede ser el
factor mas importante para la produccion y, sobre todo, para la progresién de la
degeneracion tal y como describieron Battie y Videman en 1995 en un estudio
en gemelos idénticos 8. Ya se ha insinuado previamente que la diferencia
entre maduracion y degeneracion puede ser dificil de marcar, cuesta considerar
el disco de un nifio de dos afos como degenerado, aunque presente el mismo
tipo de cambios que se van a ver mas adelante en adultos sintomaticos, esto
crea cierto debate entre los médicos clinicos en cuanto a la definicion,
diagnodstico y actitud terapéutica de la actualmente llamada enfermedad
degenerativa discal. Es innegable que los cambios degenerativos, a medida
que van apareciendo van aumentando con la edad, como se constata por

estudios seriados de RMN, actualmente la prueba incruenta mas empleada
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para el estudio de las estructuras de la columna vertebral. Las denominadas
secuencias potenciadas en T2 son las que ofrecen mas informacion
macroscoépica, que no ultraestructural, sobre la forma en que se va
deshidratando el NP, las fisuraciones del AF, la pérdida de altura del disco y los
cambios reactivos de las estructuras circundantes (Figura 20). Hay que
recordar que, pese a la calidad de la informacién que proporciona una
resonancia, los cambios observados no necesariamente se correlacionan ni
con la presencia o ausencia de sintomas, ni con la intensidad, duracion ni con

las caracteristicas clinicas de los mismos.

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

A parte del debate semiolégico que permita diferenciar lo que son cambios de
color en una imagen de lo que son sintomas patolégicos existe el debate mas
complejo de descubrir cuales son las causas del dolor en la degeneracion
discal. La deshidratacion del disco y la consiguiente pérdida de cualidades
mecanicas puede ser el inicio del problema, pero posteriormente deben ocurrir

otra serie de procesos que expliquen la aparicion de sintomas. Se ha
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observado como, en disco sanos, la vascularizacién e inervacion del AF
penetra tan solo en los dos primeros milimetros de espesor de las fibras, sin
embargo, cuando empiezan a aparecer las fisuraciones del anillo ocurre una
neoformacion de vasos que progresan hasta capas mas profundas, en un
evidente intento reparativo, acompafiando a los vasos se han descrito
proliferaciones de fibras nerviosas amielinicas tipo C con receptores para el

polipéptido P y el péptido relacionado con el gen de la calcitonina (Figura 21).
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Figura 21. Plexo vasculonervioso discal

Probablemente la explicacion de la sintomatologia en la degeneracién discal
pase por comprender como y por qué se estimulan de forma diferente los
nociceptores en algunos pacientes y no en otras personas con los mismos
cambios de imagen y los mismos cambios histolégicos. Desde el punto de vista
clinico, se utiliz6 de forma profusa la discografia como herramienta para

valorar, por un lado, las fisuraciones del anillo fibroso, y clasificarlas en grados
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y, por otro lado, reproducir los sintomas dolorosos del paciente y, de este
modo, atribuirlos a un disco concreto. Hoy en dia, la discografia ha perdido
predicamento, en parte debido a sus falsos positivos y a la imposibilidad de
explicar todos los focos de dolor en la espalda patoldgica, pero, sobre todo,
debido a que se trata de una técnica invasiva con una potencialidad para
producir dafios a largo plazo en el disco.

(Figura 22). Es evidente que no existe hoy en dia una prueba complementaria
que permita obtener a la vez informacion estructural, funcional y clinica que

pueda ser aplicada de forma rutinaria en la poblacion.

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 oseas

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

Existen guias clinicas de tratamiento del dolor lumbar y del dolor radicular que,
con diferentes matices, indican en qué momento es necesario, desde el punto
de vista clinico, afadir a la anamnesis y exploracidén clinicas un estudio de
imagen como prueba complementaria. Por un lado, existen lo que se han
denominado sefiales de alarma (o red flags en la terminologia sajona) que nos
ponen en alerta sobre la posibilidad de que la sintomatologia lumbar pueda ser
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secundaria a un proceso grave que precise un diagnostico y tratamiento
precoces, lejos de lo que es el dolor lumbar inespecifico. En caso de fiebre
asociada al dolor, dolor de caracteristicas no mecanicas, pérdida de peso no
explicable, antecedentes de patologia tumoral maligna, consumidores de
drogas por via parenteral, pacientes en tratamiento con esteroides cronicos a
altas dosis, antecedentes de osteoporosis, antecedente de traumatismo de
moderada-alta energia o déficit neuroldgico a la exploracion debemos pensar
en patologias infecciosas, tumorales o fracturas y solicitaremos las pruebas
pertinentes para llegar al diagndstico. Se sabe que el dolor lumbar inespecifico
es poco frecuente en menores de 20 anos, igualmente, en mayores de 50
anos, la probabilidad de que el dolor lumbar sea sintoma de un proceso
primario mas grave es mas frecuente, por lo que en estos grupos de edad
también debemos ser mas vigilantes y descartar posibles patologias asociadas.
(Figura 23). Sin embargo, en la mayoria de los casos el dolor a nivel de la
columna vertebral, tanto cervical como dorsal o lumbar se engloba dentro del
llamado dolor axial inespecifico, incluso aunque los estudios de imagen

demuestren cambios degenerativos.
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Figura 23. Disminucion de los espacios intervertebrales, proceso degenerativo
A: Rx lateral

B: TAC reconstruccién sagital

C: RM sagital en T2

En la clinica, el estudio inicial que se debe solicitar ante un paciente con
sintomas de patologia de columna vertebral es la radiografia simple, pese a
que es una tecnologia con mas de cien afos de antigiedad, en muchos casos
puede ser la unica prueba necesaria para confirmar un diagnostico clinico. En
otros casos sigue siendo una prueba fundamental para orientar sobre la
necesidad de realizar pruebas complementarias mas sofisticadas. En casos
mas incipientes de degeneracion de la columna vertebral, la radiologia simple
puede ser insuficiente para llegar a un diagnostico etiologico, es sabido que los
cambios degenerativos iniciales empiezan con la deshidratacion del disco, la
fisuracion del anillo fibroso y la eventual salida de contenido discal al canal
vertebral, no se apreciaran cambios en el estudio radiolégico hasta que el disco
no empiece a perder altura o hasta que empiecen a aparecer los cambios

reactivos a nivel 6seo, como los osteofitos o la esclerosis subcondral.
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La resonancia magnética nuclear (RMN) es, hoy por hoy una herramienta muy
util para evaluar la estructura interna de los discos intervertebrales de forma
incruenta. Permite detectar cambios en la estructura discal y en los platillos
vertebrales antes que la radiologia. Da informacién sobre la morfologia, pero
también, sobre los cambios bioquimicos del interior del disco. En las
secuencias potenciadas en T2 se visualiza con bastante claridad cualquier
aumento en la proporcion de agua de un tejido, dentro del disco, la disminucion
de la senal en T2, con el consiguiente oscurecimiento de este, indica una
disminucién en la capacidad de los proteoglicanos para retener agua. Dentro
del espesor del anillo fibroso se pueden identificar las fisuras como aumentos
de senal en T2 debido a que se introduce liquido hiperintenso donde antes
habia tejido fibroso pobre en agua vy, por tanto, hipointenso en T2, formando las
lesiones HIZ (High Intensity Zone). Hasta qué punto estos cambios de sefal en
las imagenes se corresponden con los sintomas que refieren los pacientes

sigue siendo motivo de debate (Figura 24).

Figura 24. Fisura anular. Lesion HIZ
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Otras imagenes tipicas de la degeneracion discal son los fenédmenos de vacio,
en los que se observa gas (nitrdgeno) dentro del disco, generalmente se
visualizan con mayor nitidez en las radiografias simples o en la tomografia axial

(TAC), implican grados muy avanzados de degeneracion discal (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

Del mismo modo en que aparecen cambios de sefial en los discos
intervertebrales, Modic y cols. ¥/l describieron una serie de cambios en las
RMN a nivel de los platillos vertebrales. Estos cambios de sefial pueden ser de
tres tipos. En el tipo | de Modic (Figura 26) se observa una disminucién de la
sefial (hipointensidad) en las secuencias potenciadas en T1 y un aumento de
sefal en las secuencias potenciadas en T2 indicando un aumento de liquido
(edema o aumento de vascularizacion) en la médula ésea vertebral que,

normalmente, tiene una sefial mas parecida a la grasa. En el tipo Il de Modic es

se observa hiperintensidad en la secuencia T1 mientras que en la secuencia T2
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la sefal es isointensa o levemente hiperintensa, traduciendo una sustituciéon de
la médula ésea roja y el tejido fibrovascular que proliferé en el primer estadio
hacia una degeneracion grasa (Figura 27). En el tipo Il de Modic (Figura 28), el
tejido graso evoluciona hacia un tejido fibroso y escleroso, bastante inerte
biologicamente y con escaso contenido de agua, por lo que la sefial sera

hipointensa en las dos secuencias de la RMN.

Figura 26. Cambios Modic tipo |I. 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

Las imagenes normales en RMN se han descrito como ausencia de cambios de
Modic u, ocasionalmente por algunos autores, haciendo hincapié en la

naturaleza evolutiva del proceso, como Modic tipo 0 ©8l,

Figura 28. Cambios Modic Tipo lll, hipointensa tanto en T1y T2

En el entorno clinico existen diversas maniobras, como la percusion apofisaria,
la reproduccion del dolor con la flexion forzada de la columna o las técnicas de

provocacion con discografia para intentar dilucidar, con mayor o menor
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sensibilidad el posible origen discogénico del dolor lumbar, habida cuenta de
que ninguno de los cambios de sefal que hemos descrito, tanto en RMN como
en radiografias, tienen una correlacion perfecta con la presencia de dolor axial.
Sabemos que, por debajo de 40 afos, hasta un 25% de los individuos
asintomaticos presentan alteraciones que se consideran patoldgicas en sus
discos vertebrales, el porcentaje aumenta con la edad, por encima de 70 afios,

el 80% de la poblacién asintomatica presenta cambios patoldgicos.

1.2.3.1 Correlacién entre mecanica y biologia

Se han citado en el apartado 1.2 sobre la degeneracion del disco las teorias
que pretendia explicar el inicio de la cascada degenerativa. Todas ellas ponian
el punto de arranque en el componente mecanico, para explicar toda la
cascada de eventos posterior, cerrando el circulo en la interdependencia entre
disco, por delante, y articulaciones facetarias por detras. Estos estudios
adolecian de un enfoque demasiado mecanicista, que no explica por qué, ante
influencias ambientales similares, unos pacientes presentan diferentes grados
de degeneracion que otros, y no hablemos ya de las diferencias en cuanto a la
sintomatologia. También se ha citado como la carga genética de cada persona
juega un papel determinante en cuanto al futuro de su columna vertebral, sin

obviar la influencia ambiental.

El mérito actual a la hora de interpretar la sintomatologia dolorosa que refieren
los pacientes a nivel de la columna vertebral esta en saber identificar la
estructura anatomica que esta enviando la sefal dolorosa. Hemos apuntado

previamente que no existe una correlacion exacta entre los hallazgos en las
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pruebas de imagen y la presencia de dolor en un paciente. Probablemente, el
disco intervertebral, a través de la inervacién del anillo periférico sea un
importante foco de generacion de dolor, hecho légico si tenemos en cuenta que
es la principal estructura sometida a esfuerzos y cargas mecanicas. Sabemos
también que las articulaciones facetarias posteriores, que son articulaciones
sinoviales, sufren una degeneracion de tipo artrésico con los afnos, y es harto
conocido la asociacion entre artrosis y dolor en estas y otras articulaciones

similares del cuerpo.

Hay trabajos a nivel de articulaciones cigoapofisarias cervicales, realizados con
aceptable calidad metodologica en pacientes con lesiones por latigazo cervical
que apoyan la participacion de las facetas posteriores en la génesis del dolor
de columna. Concretamente en un trabajo sobre 68 casos que referian
cervicalgia y cefalea tras un traumatismo cervical se observo que los bloqueos

anestésicos proporcionaban un alivio sintomatico significativo “°l.

Evolucionar desde la teoria mecanicista hacia una teoria mas integradora que
comprenda y explique los factores genéticos y biologicos que influyen en la
génesis de la degeneracion y del dolor es el primer requisito para dar el salto
cualitativo de los tratamientos actuales, que son fundamentalmente

sintomaticos, a otros tipos de tratamiento con una finalidad realmente curativa.

1.2.3.2 El proceso enzimatico de la degeneracion de la matriz extracelular

En el disco intervertebral no degenerativo, las enzimas participan en el

metabolismo normal, degradando matriz para que posteriormente sea
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regenerada. Las catepsinas D y L, las metaloproteasas (MMP tipos 1, 2, 3, 7, 8,
9 y 13) beneficiosas para la biologia del disco en condiciones fisiolégicas, se
convierten en un perjuicio cuando las condiciones del microambiente discal se
modifican. Las catepsinas, activas en medio acido, se inactivan con pH
superiores a 7,2, mientras que las MMPs y las agrecanasas funcionan mejor en

ambientes cercanos al pH neutro.

1.2.3.3 Caracteristicas mecanicas en el disco degenerado

En condiciones fisioldgicas, la distribucion de tensiones a través del disco
intervertebral hacia la superficie del platillo vertebral se produce de forma
homogénea, independientemente de que la fuerza aplicada sea excéntrica o
no, La siguiente imagen (figura 29) representa de forma muy clara como,
cuando el disco intervertebral se encuentra degenerado, se produce una
asimetria en las presiones que reciben los platillos vertebrales. Esta asimetria
va a producir unos cambios estructurales progresivos en las placas epifisarias,
con esclerosis en las zonas de mayor concentracion de esfuerzos, lo que
afectara a la permeacion del hueso por vasos sanguineos y, por tanto, a la
difusion de nutrientes y al mantenimiento de la homeostasis dentro de la matriz
extracelular discal, ademas, la formacion de osteofitos que elongaran vy
deformaran los ligamentos intervertebrales en un intento de recuperar la

estabilidad perdida, facilitara la aparicion de dolor. [°0,
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Figura 29. Diferencias en la distribucion de las cargas exceéntricas entre discos
sanos Yy discos degenerados.

El efecto de la asimetria en la distribucion de cargas se va amplificando como
en un circulo vicioso, la asimetria de los esfuerzos mecanicos produce cambios
morfologicos que facilitan la degeneracion y esta va modelando las estructuras
mecanicas de forma que cada vez es mayor la asimetria en la distribucién de
cargas en el disco. En algun momento de este proceso, la desestructuracion
funcional del disco hace que el problema “salte” a las articulares posteriores,
iniciandose la degeneracion de éstas, y convirtiendo el problema en global en
el segmento de movilidad Existen estudios mecanicos experimentales que
ponen de manifiesto estas afirmaciones °l.

La teoria de la secuencia de degeneracion mas aceptada empieza, por tanto en

el disco intervertebral y sigue con las carillas articulares posteriores, es esta
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una teoria puramente mecanicista, seguramente incompleta, que no explica los
casos, que los hay, en que observamos primero signos degenerativos a nivel
de las carillas posteriores, con escasos, 0 nulos cambios de sefal radiologica,
en el disco intervertebral, importa recalcar en este punto la palabra
‘radiologica”, ya que estamos asumiendo la competencia mecanica de una
estructura en funcién de la imagen, unico método no invasivo de que
disponemos actualmente. No sabemos, en la actualidad, cuanta degeneracién
a nivel molecular y enzimatico es necesaria para que empiecen a aparecer
cambios de sefial en las pruebas de imagen, debemos, pues, aceptar, que

pueden existir inestabilidades incipientes que no podemos detectar.

La evolucién natural de la enfermedad degenerativa de la columna vertebral
pasa por una fase de inestabilidad, mas o menos evidente radiolégicamente,
pero muy evidente clinicamente, para acabar en la anquilosis cuando se pierde
la mayor parte de la matriz discal y la formacion de osteofitos limita la movilidad

de las articulares posteriores.

Poder relacionar cada alteracion morfoldgica, valorable por las pruebas de
imagen, con cada sintoma que refieren los pacientes es un motivo de interés
en los estudios sobre la degeneracion discal, ya que es la base para dirigir el

tratamiento al origen del problema 2],

1.2.3.4. Alteraciones morfologicas asociadas a la degeneracion del disco
intervertebral
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La desestructuracion de la matriz extracelular produce una disminucion de la
capacidad del disco intervertebral para retener agua, disminuye su turgencia y
su capacidad para mantener la altura discal, con lo que se pierde la tensién en
los ligamentos y el anillo fibroso, que en cierto modo se “arrugan”
ensanchandose lateralmente. Ambas, la pérdida de altura y el abombamiento
de los discos producen una disminucidn progresiva del calibre de los
foramenes de conjuncion y del diametro del canal vertebral que genera una
compresion de las delicadas estructuras nerviosas que discurren por esos
puntos. Esta estudiado (Figura 30) que disminuciones del calibre del foramen
por debajo de 15mm pueden producir una compresion sintomatica de las raices
nerviosas que se manifieste como un dolor ciatico de caracteristicas
neuropaticas, diferente del dolor axial que hemos discutido anteriormente,
producido por la activacidn de los nociceptores de las capsulas articulares y el

anillo fibroso periférico del disco intervertebral 53,

Figura 30. Disminucion de altura y formacién de osteofitos produciendo
estenosis foraminal.



Ademas de la matriz extracelular del interior del disco intervertebral, también el
anillo fibroso periférico puede sufrir y sufre degeneracion en forma de
desgarros y fisuras entre las distintas capas de fibras que lo conforman. 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. Hay descritos
tres tipos de lesiones del anillo fibroso: los desgarros radiales, que se localizan
principalmente en el anillo fibroso posterior, son los que se observan con mayor
frecuencia en la discopatia. Los desgarros circunferenciales, pueden ser
secundarios a fuerzas de cizallamiento entre las capas del anillo y se observan
principalmente en discos mas envejecidos. Y los desgarros del borde periférico,
se localizan habitualmente en la parte anterior y se han relacionado

probablemente con traumatismos.

Hay modelos experimentales que demuestran la progresion de las roturas del
anillo una vez iniciadas en determinadas condiciones de presion y osmolaridad,
de forma parecida a como una fisura en un cristal de un coche puede progresar

en determinadas condiciones de presion, vibracion o cambio de temperatura

[54]

1.2.4 La degeneracion de las facetas articulares

Se ha comentado con anterioridad al hablar de la degeneracion del disco
intervertebral, como ésta influye negativamente en la funcidn de las
articulaciones facetarias posteriores, induciendo cambios en las mismas que
derivaran en la conocida y temida artrosis facetaria. Se insinu6 entonces que

existen pacientes en los que aparentemente se objetiva en las pruebas de
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imagen una degradacion de las articulares posteriores mayor de la esperable
para los cambios que se observan en el disco intervertebral segun la hipotesis
de que la cascada degenerativa se inicia en el disco y, solo secundariamente,
afecta a las carillas articulares posteriores. Sabemos que el disco intervertebral
soporta el 80% de las cargas axiales que se generan en condiciones
fisiolégicas en la columna vertebral, mientras que la columna posterior soporta
el 20% restante de las cargas, sin embargo, si hablamos de esfuerzos
rotacionales, las carillas articulares posteriores son un fundamental elemento
estabilizador, como se ha demostrado en estudios experimentales en
cadaveres Bl y en animales . Se ha concluido que las carillas articulares
posteriores protegen al disco intervertebral de los esfuerzos de cizallamiento

rotacionales.

No nos cuestionamos, por tanto, que las facetas articulares son un elemento
imprescindible para la estabilidad del segmento de movimiento.

Cerramos asi el circulo que relaciona disco y articulares posteriores en la
génesis de la degeneracion del segmento de movimiento, una vez cerrado,
resulta dificil encontrar el punto de inicio de la secuencia degenerativa, si es

que hay uno solo.

1.3 Estudio de las causas de la degeneracion discal

Gracias a la aparicion y desarrollo de la Resonancia Magnética Nuclear (RMN)
se ha podido avanzar en el estudio de la degeneracion discal de forma no

invasiva, cuando anteriormente sélo se podia estudiar directamente los discos
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intervertebrales a partir de biopsias de cadaveres o muestras de pacientes con
discopatia degenerativa. Otras técnicas de imagen, como la mielografia, la TAC
o la Rx no daban informacion suficiente sobre las alteraciones en la estructura
interna del disco intervertebral. Desde el punto de vista de la pura
sintomatologia es dificil estudiar el comportamiento del disco degenerado en
tanto en cuanto sabemos que los sintomas lumbares pueden deberse a la
afectaciéon de multiples estructuras, todas ellas con potencial para producir
sefales nociceptivas. Conocemos con cierta precision la secuencia de rotura
del anillo discal, creemos tener ordenados cronologicamente y estratificados
por gravedad los distintos cambios de sefal en el interior del disco
intervertebral ¢, y los relacionamos con los cambios en la composicién de los
proteoglicanos de la matriz extracelular discal, y relacionamos estos cambios
con el porcentaje de hidratacion del disco. Empezamos a saber, ademas las
condiciones fisicoquimicas de la matriz extracelular, y los cambios en la
expresion de ciertas enzimas que suponemos influyen en el metabolismo de
dicha matriz. Nos falta terminar de completar el mapa de cémo las enzimas se
alteran y por qué, y de como el equilibrio, o la ausencia de éste, influyen en la
degeneracion discal. No somos precisos, sin embargo, a la hora de relacionar
los cambios de imagen con los sintomas de los pacientes, o que denota que la
precision de las pruebas de imagen para detectar los cambios bioquimicos

dentro del disco tiene sus limites, al menos en la actualidad.

A la hora de disefiar modelos experimentales de degeneracidon discal para
estudiar las causas de esta y su evolucion natural nos hallamos ante la

dificultad de encontrar un modelo animal accesible en el que reproducir las
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circunstancias que se dan en el ser humano. En los humanos, la notocorda
degenera durante el desarrollo embrionario, dando paso a la aparicion de los
segmentos vertebrales y quedando confinada, en forma de nucleos pulposos,
al interior de los discos intervertebrales, donde permanecen viables células
hasta la segunda década de la vida, pero, generalmente, no mas alla. De
hecho, la persistencia de estas células en el adulto puede originar tumores
agresivos localmente como son los cordomas. En roedores, tradicional animal
de laboratorio, persisten células notocordales en la edad adulta. Hay ademas
diferencias en la estructura de los platillos vertebrales, que en humanos forman
una placa de crecimiento de la vértebra y son de mayor grosor que en otros
animales que tienen sus nucleos de crecimiento vertebral en el interior del

cuerpo.

En cualquier tejido, la degeneracion ocurre a partir de un desequilibrio entre
factores anabdlicos y factores catabodlicos. Esta pérdida de la homeostasis
tiene, evidentemente un hecho precipitante, que no siempre es conocido y una
serie de factores que la perpetuan. En el disco intervertebral, la secuencia de
degeneracion empieza probablemente en la segunda década de la vida, mucho
antes, desde luego, de que se empiecen a observar cambios en las pruebas de
imagen disponibles hoy en dia, y mucho antes incluso de que empiecen a

aparecer los primeros sintomas.

Uno de los primeros sucesos detectados en el disco es la pérdida de las
células notocordales grandes, abundantes en la infancia pero que

practicamente estan ausentes en la edad adulta. Se cree que este cambio es
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quiza el inicio de la cascada de la degeneracion tisular. Sabemos que existen
factores solubles de las células de la notocorda que disminuyen la expresion de
genes de mediadores inflamatorios en el anillo fibroso y este hallazgo sugiere
que la apoptosis de las células notocordales puede hacer desaparecer a su vez

un regulador necesario para la salud del disco 71,

Dentro del disco intervertebral ocurren fendmenos de necrosis y de apoptosis
(necrosis celular programada), que modifican la composicion celular del mismo
a lo largo de la vida del individuo. Se consideran muchos estimulos diferentes
como generadores de este proceso celular, entre ellos el relacionado con el
sistema ligando-Fas. La muerte celular rapida se produce cuando una célula
portadora del receptor Fas contacta con una célula portadora de un ligando-
Fas. Si bien es verdad que 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 en

relacion lineal con el grado de degeneracién 58,

Se ha estudiado el ambiente celular y quimico presente en las hernias discales,
uno de los primeros hitos sintomaticos de la patologia degenerativa discal. El
proceso inflamatorio que se produce tras la herniacion permite la reabsorcién
del fragmento, si bien no se conoce totalmente el papel de la apoptosis, si se
ha observado que en los fragmentos herniarios predominan células con
receptor FAS intramitocondrial (tipo IlI) sobre las células que expresan el

receptor en la membrana (tipo 1) 9.
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Se ha postulado la posibilidad de frenar la degeneracion discal intentando
controlar los mecanismos de apoptosis, mediante el aporte de factores de

crecimiento inhibidores de la misma 69,

El proceso de degeneracion, en cualquier tejido y, en este caso en el disco
intervertebral se produce, tras la sefnal activadora, gracias o por desgracia a la
actividad de enzimas catabdlicas mediadas por citocinas proinflamatorias, que
en condiciones de anabolismo son fundamentales para mantener la
homeostasis de los tejidos y la buena salud y actividad de los mismo. En
condiciones de desequilibrio de dicha homeostasis, la actividad enzimatica de
catepsina, agrecanasas, lisozima y metaloproteasas estd aumentada en los

discos.

El listado de citocinas y el complejo entramado de relaciones entre ellas es otro
campo apasionante en el que introducirse a conocer como funcionan los
tejidos. Sabemos que la interleuquina 1 regula al alza la expresién de
estromolisina y de la prostaglandina E2 (PGE2) a la vez que influye
negativamente en la sintesis de proteoglicanos por las células de la matriz. La
interleuquina 6, el factor de necrosis tumoral alfa y la propia PGE2 se han
demostrado implicados en la génesis de dolor discal, lo que abre una ventana a
la utilizacidn terapéutica de inhibidores de dichas moléculas en el tratamiento
sintomatico del propio dolor y, quiza también, terapéutico de la degeneracion

discal.
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Se ha visto también como los fragmentos parcialmente degradados de
fibronectina de la estructura de la matriz tienen cierta actividad biologica, no
mediada por enzimas, que favorecen la degradacion del tejido. Sabemos que
se pueden encontrar también fragmentos parcialmente degradados de
colageno y, por supuesto, proteoglicanos en los discos degenerativos.

Siendo los proteoglicanos sulfatados la principal macromolécula de la matriz
discal, es légico que el mayor conocimiento sobre la degradacion del disco lo
tengamos de la observacion de como se comporta mecanicamente cuando
existe la evidencia de la pérdida de estos. La disminucidn de la hidratacién del
disco produce una disminucion de su volumen, lo que se evidencia, en
condiciones de carga fisiologica, como una pérdida de altura y un
ensanchamiento del anillo fibroso discal. Al degenerar la delimitacion entre
nucleo pulposo y la parte interna del anillo fibroso, que ya de por si es
imprecisa, se vuelve mas borrosa, adicionalmente se pueden observar en las
pruebas de imagen, las fisuraciones del espesor del anillo fibroso externo, que
son la manifestacion de la pérdida de cohesién de las capas de colageno, lo
que permite la infiltracion por liquido del espesor del tejido, un proceso que no
es exclusivo del anillo fibroso discal, sino que también esta descrito, por
ejemplo en las lesiones degenerativas que no contactan con la superficie
articular de los meniscos de la rodilla y suponen, aqui también, la expresién de
la pérdida de calidad mecanica por uso ciclico continuado de una estructura

con una limitada capacidad de reparacion.

1.3.1 Participacion de la genética en la degeneracién del disco
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Contrariamente a lo que se pensaba sobre la degeneracion de los discos
intervertebrales, cada vez parece mas evidente que el principal componente de
la degeneracion es la carga genética de cada individuo. Dos estudios con
gemelos apuntan una influencia de los factores genéticos de hasta el 60% en el
peso de la culpa de la discopatia. Esta visto como la discopatia puede afectar a
varios miembros de una misma familia de forma muy parecida ©'l. En estudios
sobre gemelos idénticos (Figura 31) cuyos factores de riesgo principales eran
opuestos se observaban unos patrones de degeneracion discal muy parecidos
y los efectos producidos por los factores ambientales, como el trabajo intenso,
el tabaco o la conduccidon, eran menores en comparacion con los de tipo

genético 62,
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Figura 31. Peso relativo de los distintos factores que determinan la
degeneracion 62

Hay identificados diversos polimorfismos génicos que se supone que estan en
relacion con la degeneracién discal. Por ejemplo, han podido observarse dos
polimorfismos en el gen para el receptor de la vitamina D que parecen estar

vinculados con la degeneracion del disco y la aparicion de hernias. Sin
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embargo, estos trabajos que observaron una conexion entre la degeneracion
discal precoz y determinados alelos del receptor de la vitamina D estan en
continua revision por la comunidad cientifica a través de metaanalisis ©3. No se
conoce cual 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 mineralizacion del hueso, ni su densidad, probablemente la
vitamina D y sus receptores cumplen mas funciones en el organismo ademas
de la del mantenimiento de la masa Osea, de hecho, ya es conocida la
asociacion entre masa muscular y debilidad en ancianos y el déficit de vitamina
D. Ademas, se ha comprobado que las personas con un polimorfismo en el gen
para el agrecano o en la region activadora del gen MMP3 tienen mayor riesgo
de sufrir una degeneracién discal precoz 4. Otros factores genéticos pueden
influir en la degeneracion, especialmente en los que codifican los tipos de
colageno IX y Xl. 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 mecanica del disco. El colageno de tipo XlI es un
componente poco abundante de las fibrillas de colageno, pero también esta
presente en el anillo fibroso y el nucleo pulposo de los discos ¥4, Otros alelos,
como el del gen de la interleuquina 6 se han relacionado el dolor de origen

discal y la ciatica, como ya se ha comentado [6¢l,

Aunque falte mucho por conocer y mas aun por definir el peso especifico que

tiene cada gen y cada alteracion, mutacién o polimorfismo, en la génesis de la
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degeneracion discal, no queda duda ya de que la constitucion genética de cada
individuo influye importantemente en el desarrollo de la patologia del segmento

de movilidad de causa degenerativa.

1.3.2 Factores ambientales en la degeneracién discal

Tradicionalmente se consider6 que los principales culpables de Ila
degeneracion discal eran los factores ambientales. Se postulo la sobrecarga
mecanica en forma de sobreesfuerzos en trabajadores con altas demandas
fisicas como causante. También se postulé el esfuerzo ciclico en forma de
impactos repetitivos como los que ocurren en conductores profesionales por las
vibraciones de los vehiculos en marcha, o los corredores de fondo, u otros
deportes en los que haya un componente de impacto repetitivo sobre el disco.
Apoyaban esta teoria las observaciones sobre la degeneracion discal, que es
mas frecuente en los dos ultimos discos lumbares y en el disco C5-6, los
primeros mas sometidos a carga que el resto de los discos, el disco cervical
mas sometido a esfuerzos de cizallamiento. Estas observaciones, sin estar
faltas de cierto fundamento, no explicaban los casos, que los hay, de
degeneracion de discos lumbares altos en ausencia de discopatia en los
niveles bajos que se observa en determinados tipos de perfil sagital. Sin
embargo, no podemos negar la influencia del ambiente en la génesis de la
degeneracion discal. Las células del disco que son las responsables de
sintetizar y mantener su matriz estan sometidas a las condiciones ambientales.
Hay estudios que han demostrado que la renovacion de la matriz por parte de
las células del disco esta profundamente influida, por ejemplo, por las sefiales

mecanicas como la presion, la pérdida de liquidos, el estiramiento, y por los
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niveles de oxigeno o el pH. La respuesta a tales sefales ambientales, en parte,
puede estar regida por la constitucion genética, pero algunas de ellas son
determinantes de la viabilidad de la célula. 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 no se pueden ignorar a la hora de comprender la degeneracion

discal.

1.3.3 Nutricion del disco

Una de las causas fundamentales de la degeneracion discal es el deterioro de
los mecanismos, ya precarios de origen, en el aporte de los nutrientes recibidos
por las células del disco y en la eliminacion de los productos de deshecho. Al
igual que todos los tipos celulares, las células del disco necesitan glucosa y
oxigeno para mantener su metabolismo. Se ha comprobado In vivo, cuan
sensibles son a las variaciones de la concentracion de oxigeno y al pH del
medio extracelular. Asi la presencia de un pH acido y una concentracion baja
de oxigeno provocan una disminucidn en la capacidad de sintesis de la matriz.
Las células no son capaces de sobrevivir a una exposicion prolongada a un pH
bajo, ni a unas concentraciones bajas de glucosa. Por tanto, una disminucion
en la llegada de nutrientes que provoque la reduccién de la pO2 o el pH por la
elevacion en las concentraciones de lactato en condiciones de anaerobiosis
podria influir sobre la capacidad de las células discales para sintetizar y
mantener su matriz extracelular y producir la degeneracion del disco. El lactato
aumenta la acidez del disco de un nivel de pH de 7,2 a 6,9, pudiendo verse

también estos niveles de pH tan bajos como 6,1 cuando el disco esta sometido
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a tensién. No obstante, el metabolismo celular 6ptimo para este tejido sabemos
que requiere una presion de oxigeno baja, niveles de diéxido de carbono
elevados y un pH ligeramente acido, aparte de diversos factores de
crecimiento, condiciones, todas ellas que debemos recrear en los medios de

cultivo.

La nutricion del disco en humanos depende de la distribucion de los vasos
sanguineos junto a los platillos vertebrales y en torno al anillo fibroso.

Los capilares que se originan en el cuerpo vertebral deben atravesar la lamina
subcondral y acabar justo por encima de la lamina cartilaginosa, las células
mas internas del NP recogeran los nutrientes y el oxigeno necesarios por
difusion pasiva a lo largo de 7mm de densa matriz extracelular. Es facil
entender que la esclerosis de los platillos vertebrales conllevara una
disminucién de la densidad de los capilares que llegan hasta la proximidad del
disco y se comprometera, por tanto, la viabilidad de las células.

Existen situaciones en las que puede favorecerse el deterioro tanto de la
vascularizacion como de la difusién de nutrientes a parte de lo que se puede
considerar como envejecimiento “fisiolégico”. Por ejemplo, las vértebras
sometidas a cargas excéntricas, como ocurre en las escoliosis, tienden a
esclerosarse mas precozmente en la zona sometida a compresion.
Enfermedades o situaciones metabdlicas que favorezcan la hipercoagulabilidad
o las trombosis de la microcirculacion afectaran indudablemente a la nutricion

celular.

1.3.4 Esfuerzos mecanicos
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Aunque no se ha conseguido demostrar una relacion directa de causalidad
entre actividad fisica, actividad laboral, sobreesfuerzos, esfuerzos ciclicos,
vibraciones y rotaciones, es dificil pensar que no tiene ninguna influencia sobre
el proceso degenerativo.

En modelos experimentales si se ha demostrado como una sobrecarga
excesiva o una lesién inducida en el disco ponen en marcha una cascada de
procesos que puede acabar en la muerte celular y la degeneracion discal.
Como ocurre en otros lugares del organismo y se ha estudiado sobre todo en el
ambito de la medicina deportiva, las cargas por debajo del umbral de lesion
producen un efecto tréfico sobre los tejidos, aumentando su resistencia, sin
embargo, superado un determinado umbral se producen lesiones que deberan
repararse y que iran mermando la capacidad del tejido de responder a futuras
solicitaciones mecanicas.

Este modelo de lesion puede conciliar los estudios mas clasicos que abogaban
por la alta influencia del ambiente en la génesis de la degeneracion y los mas
modernos que trasladan el peso de la causalidad a la constitucién genética de
cada individuo. Faltaria encajar un modelo que pueda explicar
satisfactoriamente las discordancias que se observan clinicamente entre el
grado de degeneracion evidenciado en las pruebas de imagen de que
disponemos y la intensidad de la sintomatologia que presentan los pacientes.
Sin negar la importancia de los condicionantes psicoldgicos y sociales, es
seguro que las variaciones individuales y temporales del microambiente discal,
el equilibrio, o la falta de este y la presencia o ausencia de determinados
factores quimicos tiene algo que decir en la explicacion de las disociaciones

clinico-radiolégicas que se observan en la actividad clinica.
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1.3.5 Toxicos

Cualquier toxico que afecte a la microvascularizacion puede favorecer la
degeneracion discal. El mas estudiado, por razones obvias, es el tabaco. Se
conoce como afecta negativamente a la cicatrizacibn de heridas por la
inhibicion de la formacion de nuevos vasos en el tejido de granulacion. A nivel
del disco se ha observado como disminuye la concentracion de oxigeno y
aumenta la de lactato. En estudios con RMN, sin embargo, no se ha podido
corroborar, seguramente por falta de sensibilidad de la prueba, una relacion

fuerte entre el tabaco y la degeneracién discal.

1.4 Alteraciones de la biomecanica en el disco degenerado

El comportamiento mecanico del disco intervertebral se debe a la composicion
de su matriz y a la organizacion molecular interna de la misma. Las
alteraciones moleculares y celulares tendran una expresion en el

comportamiento mecanico del disco.

1.4.1 Ultraestructura discal

La matriz discal esta formada por una malla tridimensional de colageno que
tiene una gran resistencia a la tensién en cualquier direccion del espacio, pero
como cualquier malla laxa, no funciona en compresion. Para conseguir esta
segunda cualidad mecanica, la malla de colageno sirve de anclaje a las

moléculas de agrecano, con una fuerte carga electrostatica negativa. Esta
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carga eléctrica les permite atraer y retener moléculas de agua que son las que
dan volumen vy turgencia al disco, evitando su colapso al someterse a fuerzas
de compresion. La interdependencia entre todos los componentes es evidente,
ninguno funciona adecuadamente sin la presencia de los otros. Si la malla de
colageno pierde densidad, disminuye la cantidad de moléculas de agrecano
que pueden anclarse y, por tanto, la cantidad de moléculas de agua que
pueden ser retenidas, el resultado es una pérdida de volumen del disco, con
una disminucion de altura al someterse a cargas axiales, que producira un mal
funcionamiento del resto de estructuras del segmento de movilidad formado por
el disco, las dos vértebras adyacentes, las articulares posteriores de las

mismas, los musculos y los ligamentos.

1.4.2 Medicion de la carga axial del disco

En 1992 Nachemson y cols. 71 fueron los primeros en determinar las cargas
reales a las que esta sometido un disco in vivo. Se midieron las cargas en el
tercer disco lumbar en determinadas circunstancias, tomando como patron
base la posicion en bipedestacion se fueron realizando simulaciones de
diferentes situaciones de la vida diaria para conocer codmo se cargaban los
discos en cada una de ellas. Aunque la porcion 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% y
llega casi al 300% si se afiaden 20 kg de peso en las manos. Se observa que
incluso en decubito el disco esta sometido a presién, por el tono de la
musculatura axial, aunque la misma varia en funcion de la postura de toda la

columna y la posicidn de las piernas entre otros factores (Figura 32).
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También se modifica la presion dentro del disco a lo largo del dia,
independientemente de la postura, la presion es menor al principio del dia y va
en aumento debido a las actividades cotidianas, También puede de sufrir
incrementos muy importantes tras sobreesfuerzos de los que luego se ira

recuperando de forma lenta.
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Figura 32. Presiones intradiscales en diferentes posturas (comparadas con la
presion erecta en bipedestacion

Se ha dicho, de forma un tanto poética, que la lumbalgia es el peaje que
debemos pagar los humanos por haber desarrollado la posicién bipeda como
medio de locomocion, con las ventajas que ello ha supuesto para liberar las
manos, permitir otear el horizonte, alejar el cuerpo del calor del suelo y
disminuir el gasto de energia en los desplazamientos largos. Realmente los
cuadrupedos no se libran de sufrir degeneracion discal y lumbalgia, pero si es

verdad que el disco intervertebral del ser humano ha tenido que desarrollar un
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fuerte anillo fibroso que contenga de manera estanca a la matriz extracelular
cuando se somete a las cargas axiales. Tan fuerte es este anillo que
soportaria cargas que estan por encima incluso de la resistencia del hueso
donde se ancla. Pese a esto, el anillo fibroso no es indestructible. Con el
tiempo aparecen fisuraciones en su espesor, que se ponen en evidencia
gracias a la RMN, en la que se observa como el liquido infiltra los defectos de
cohesion entre las capas fibrosas, dandonos los primeros indicios de
degeneracion.

El anillo tiene un comportamiento viscoelastico a la hora de transmitir las
cargas que recibe desde el interior del disco cuando se le somete a
compresiones, esta amortiguacion ocurre, en el disco sano, de forma bifasica,
el anillo interno, el primero en recibir los esfuerzos los disipa de forma lineal
debido a su mayor elasticidad en comparacion con el anillo externo, que es

mas rigido y se encarga de frenar los picos de presion.

Con el tiempo y el avance de la degeneracion discal se producen cambios
significativos en la biomecanica del disco. Los cambios en el nucleo pulposo,
debidos a la pérdida de proteoglicanos grandes, producen una presion de
turgencia disminuida que se traduce en una transmision no uniforme de las
tensiones sobre los tejidos de alrededor. 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, dando lugar a una
hernia discal. La pérdida de la funcion biomecanica normal del nucleo pulposo

y del anillo fibroso conduce a una sobrecarga de los platillos epifisarios, los
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cuales se esclerosan y forman osteofitos periféricos en un intento vano de
aumentar la superficie de carga para disminuir las presiones y también de
estabilizar y disminuir la movilidad, como medio de reducir el deterioro. Es la
carga, por tanto, un factor causal y también agravante de la degeneracion

discal.

1.4.3 Variacion de la hidratacion discal bajo compresién

Como se ha descrito previamente, el proteoglicano cargado negativamente
ejerce una importante fuerza osmaética que tiende a atraer y retener moléculas
de agua en el interior de la malla tridimensional permitiendo al disco cumplir su
funciébn de amortiguador y distribuidor de cargas dentro del segmento de
movilidad. La compresién mecanica produce la expulsion del agua del interior
del complejo, esto, a su vez, produce una obvia concentracion de las moléculas
de proteoglicano, con lo que su concentracién aumenta, y, por tanto, aumenta
la fuerza osmoética que tiende a retener el agua en su interior. El flujo se
equilibra cuando ambas presiones, la compresién mecanica por un lado y la
presién osmoética por el otro se igualan. Del mismo modo, cuando se reduce la
carga axial, el disco tiende a absorber agua hasta que disminuye la presion
osmotica. Con imagenes de RMN se ha comprobado como los discos pueden
perder en torno a una cuarta parte de su contenido en agua a lo largo del dia y
recuperarla progresivamente durante el reposo en decubito. Igualmente, los
astronautas sometidos a ingravidez durante periodos prolongados sufren una
hiperhidratacion de sus discos intervertebrales superior a la que ocurre en

condiciones de gravedad terrestre.
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1.4.4 Disminucion de proteoglicano

En caso de disminucion de la cantidad de proteoglicano del interior del disco la
capacidad osmatica del mismo disminuye, la cantidad de agua que es capaz de
contener y, sobre todo, la fuerza con la que es capaz de retener dicha agua al
ser sometido a cargas disminuye. Incluso con cargas fisiologicas, el disco va a
perder altura y el anillo fibroso se abombara hacia la periferia, dejara de repartir
las cargas de forma homogénea y las concentrara de forma andémala en
determinados puntos del platillo vertebral en funcion de la direccion de las
fuerzas, esto seguramente explica la aparicién del llamado dolor de origen
discogénico, por hiperestimulacion del nervio sinuvertebral en el interior del
cuerpo vertebral o de los mecanorreceptores de la periferia del anillo fibroso.

La interrelacion de todas las estructuras que forman el segmento de movilidad
empieza aqui a hacerse patente. La pérdida de altura del disco produce una
sobrecarga en las articulaciones facetarias del arco posterior de las vértebras,
gue reaccionaran hipertrofiandose ante el aumento de esfuerzos mecanicos, la
inestabilidad segmentaria producira una hipertrofia reactiva de los ligamentos
amarillos que unen las laminas de los arcos posteriores de las vértebras,
estrechando ambos, ligamentos y articulares, la parte posterior y lateral del
canal vertebral en el que se encuentran las estructuras neurales. Hemos
empezado con un problema de magnitud ultraestructural y vamos a acabar este
punto con las manifestaciones macroscépicas de la enfermedad degenerativa
de la columna vertebral. Tendran que pasar décadas de la vida del individuo
para llegar de un punto al otro, pero una vez que se ha iniciado el camino, este

es, hoy por hoy, imparable.
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La pérdida de proteoglicano y, por tanto, la disminucion de la carga negativa en
el interior del disco permitira la entrada en este de otras moléculas,
macromoléculas, proteinas séricas no cargadas y citoquinas que no ocurriria

en el disco sano.

La proliferacion aumentada de vasos y nervios observada en el seno de los
discos degenerados se ha relacionado con el dolor cronico de espalda y
probablemente también sea debido a la desaparicion de los proteoglicanos,
pues se ha demostrado que el agrecano del disco inhibe el crecimiento

nervioso en su interior 681,

1.5 Patologia del disco intervertebral

1.5.1 Hernia discal

El primer trastorno patolégico que se considera al estudiar las enfermedades
del segmento de movilidad es la hernia discal. En muchos casos es casi la
unica patologia que la mayoria de la poblacion e, incluso, gran parte de los
médicos no especializados en patologia vertebral, conocen. El concepto hernia
hace referencia, aqui y en otras partes del cuerpo, a la salida de una
estructura, o parte de ella, de la localizacion anatémica que le corresponde por
un fallo o defecto en las estructuras que deberian contenerla en su posicidn
natural. Segun la cantidad y forma del material herniado, se distinguen cuatro
grados. El “bulging” en la literatura anglosajona, que no tiene una

correspondencia en la literatura espafiola, hace referencia al “abombamiento”
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sutil del anillo discal que se observa en las fases mas incipientes de la
deshidratacion discal, es debido a la pérdida de altura del disco, sin una
verdadera rotura del anillo fibroso que contiene al nucleo pulposo, por lo que,
en sentido estricto, no se adaptaria a la definicion antes apuntada de hernia. En
segundo lugar, la protrusion, se define como una salida focal del contenido
discal contenida parcialmente en la que su base en contacto con el resto de
disco es mas ancha que su altura. La extrusion, en tercer lugar, se define
cuando el diametro del fragmento es mayor que la zona que mantiene contacto
con el disco de origen. Por ultimo, se habla de secuestro cuando no hay ningun
contacto entre el fragmento y el resto del disco nativo, los secuestros pueden
mantenerse a la altura del disco o, frecuentemente, migrar hacia caudal o hacia
cefalico. (Figura 33). Generalmente las hernias se producen en la zona
posterolateral del anillo fibroso, es verdad que existen protrusiones del anillo en
la zona anterior y lateral, pero no producen patologia neuroldgica, por lo que no
se consideran en ningun estudio clinico sobre patologia discal. Es en la zona
posterolateral donde la mayor debilidad de las estructuras de contencidn
favorece la aparicién de roturas a través de las que se puede introducir el
material discal hacia el canal vertebral, es, ademas en esta zona, coincidente
con el receso lateral del canal, donde se encuentran las sensibles raices
nerviosas, que van a producir la sintomatologia clasica de dolor neuropatico
irradiado por el territorio de distribucion de la susodicha raiz. Sabemos que, en
discos sanos, las fuerzas que habria que aplicar para conseguir producir una
herniacion de su contenido interno son muy superiores a las fisiologicas, de
hecho, antes fracasaria el hueso esponjoso del cuerpo vertebral, en forma de

fractura, que el anillo fibroso ante fuerzas de compresion [,

78



Es necesario, por tanto, que exista un proceso degenerativo previo a la

aparicion de una hernia discal que vaya debilitando la resistencia del anillo.

4 FASES DE LA DEGENERACION DISCAL

DEGENERACION PROLAPSO EXTRUSION SECUESTRO

Figura 33. Fases de la hernia discal

A partir de cierta edad, por el proceso natural de envejecimiento, la mayor parte
de la poblacién asintomatica tiene protrusiones discales en mayor o menor
grado y numero en su columna vertebral, igualmente se ha comprobado en
controles de imagen como pacientes con hernias sintomaticas que han
mejorado clinicamente con tratamiento conservador siguen presentando
fragmentos protruidos, e incluso secuestrados, sin por ello referir la
sintomatologia tipica. Es por tanto evidente que la compresién mecanica de las
estructuras neurales no es el unico factor desencadenante de la
sintomatologia. En estudios en pacientes sintomaticos tratados con
antagonistas del TNF-a se ha observado una disminucion de la clinica

radicular, lo que hace pensar que los mediadores inflamatorios producidos en
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el disco en degeneracion y liberados al espacio epidural pueden tener un papel

en la génesis de la radiculopatia. 707172

Otros trabajos no apoyan la utilizacion de antagonistas de moléculas
inflamatorias en la resolucion de la sintomatologia. Es evidente que la cascada
inflamatoria, su secuencia, el numero y tipo de moléculas implicadas no son
todavia conocidas en profundidad, por lo que todos los intentos hasta la fecha
de modularla externamente no dejan de ser pequefos experimentos para ir
aclarando la marafia y no pueden considerarse, ahora mismo, como

tratamientos consolidados 73,

1.5.2 Estenosis de canal

Aunqgue una hernia discal produce, por definicion, un compromiso de espacio
en el interior del canal vertebral, el término “estenosis de canal” se reserva para
un estadio mas avanzado en el tiempo de la patologia degenerativa. Los
cambios que se producen en el disco condicionan una serie de respuestas
adaptativas en el resto de las estructuras del segmento de movilidad, como ya
se ha apuntado con anterioridad (Figura 34). La hipertrofia de las facetas
articulares posteriores y de los ligamentos amarillos, y la aparicion de osteofitos
en el reborde posteroinferior de los cuerpos vertebrales, cerca de la salida de
las raices nerviosas entre el receso y el foramen van a producir una
disminucién del calibre del canal vertebral que es lo que se define como
estenosis 475 (Figura 35). Clasicamente se hablaba de “hernia blanda” para
los sintomas producidos por protrusiones, extrusiones o0 secuestros,

generalmente en pacientes mas jovenes, con ciatica tipica, y con una cierta
80



tendencia favorable a la resolucion con tratamiento conservador, y se hablaba
de “hernia dura” para los casos que se veian en pacientes de edad mas
avanzada, con una sintomatologia quiza menos intensa pero mas persistente y
que mejoraban poco o recaian con facilidad tras tratamientos conservadores,
es en estos ultimos donde los hallazgos se corresponden con los de la

estenosis de canal.

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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Figura 35. A: Estenosis central. B: Las tres zonas 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 Deformidad de la columna vertebral

La columna vertebral presenta cuatro curvas fisioldégicas en el plano sagital,
dos lordosis, la cervical y la lumbar y dos cifosis, la dorsal y la sacra. No
presenta, en condiciones normales ninguna curva en el plano coronal. La
Sociedad para el Estudio de la Escoliosis (SRS, por sus siglas en inglés),
define la escoliosis como una rotacion de los cuerpos vertebrales en el plano
axial que produce una curvatura superior a 10° en el plano coronal medida por
el método de Cobb, que mide el angulo que forman entre si los platillos
vertebrales superiores de las dos vértebras mas inclinadas de la curva (Figura
36). Existe una escoliosis degenerativa asociada a la edad, en la que paciente,
previamente normales, empiezan a desarrollar una angulacion progresiva de su
columna, casi siempre lumbar o toracolumbar, por fracaso de las estructuras de

soporte, tanto los discos como los ligamentos y la musculatura. Aunque la
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escoliosis degenerativa estda aumentando en importancia debido al aumento de
la esperanza de vida de la poblacion y a las mayores demandas funcionales de
los pacientes de la tercera edad actuales con respecto a los de hace unas
décadas, el hecho es que la mayoria de las escoliosis aparecen en pacientes
jovenes. Existen causas congénitas de escoliosis cuando hay fallos de
formacion o de segmentacion de las estructuras que forman la columna
vertebral durante el desarrollo embrionario. Hay causas neuromusculares como
la paralisis cerebral, el mielomeningocele, las distrofias musculares o la ataxia
de Friedrich que pueden producir deformidades. Existen enfermedades del
colageno como el Marfan o el Ehler-Danlos que pueden producir también
deformidades, también en enfermedades de las placas de crecimiento 6seo,
como las osteocondrodistrofias cursan con deformidad de la columna vertebral.
La escoliosis que nos ha interesado para la realizacion de este trabajo, sin
embargo, es la escoliosis idiopatica del adolescente. Se trata esta entidad de
una forma relativamente frecuente de escoliosis (hasta un 3% de la poblacion
cumple criterios para ser diagnosticada) aunque en raros casos precisa
tratamiento, es claramente mas prevalente en el sexo femenino y, como
idiopatica que es, no se ha relacionado con ningun defecto ni anomalia
conocidos. Nos interesa, por tanto, porque los discos de los pacientes jovenes
con escoliosis no presentan, hasta donde conocemos, ninguna anomalia, son,
por tanto, estos pacientes una fuente idonea para obtener discos normales
aprovechando el momento en que van a ser sometidos a cirugia para la

correccion de su deformidad.
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Figura 36. Método de Cobb. Tomado de Katz DS. Radiology Secrets.

Philadelphia: Hanley & Belfus; 1998.

Si sabemos que los discos escolioticos estan sometidos a cargas asimétricas,
sobre todo en el apex de la curva y ya se apuntd previamente la relacién entre
este tipo de esfuerzos mecanicos y la degeneracion discal. Con el tiempo, los
platilos vertebrales de las vértebras escolidticas van desarrollando una
esclerosis 6sea mayor en el lado sometido a compresion, lo que sabemos que
afecta negativamente a la difusion de nutrientes y favorece la degeneracion

precoz de los discos 6771,
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1.6 Opciones de tratamiento de la patologia discal

1.6.1 Evolucioén de los tratamientos

Actualmente los tratamientos mas eficaces y contrastados para el tratamiento
de la patologia dolorosa de la columna vertebral tienen un enfoque puramente
mecanicista. Hemos descrito como la pérdida de propiedades mecanicas del
disco afecta al funcionamiento también mecanico de las facetas articulares
posteriores y como esta inestabilidad produce una hipertrofia de articulares y
de ligamentos y una formacion de osteofitos en los rebordes d6seos de las
vértebras, todo lo cual produce una estenosis macroscopica del canal vertebral
por el que discurren las raices nerviosas, y como esta compresion fisica de las
raices produce fendmenos isquémicos en las mismas que desencadenan dolor,
también hemos apuntado que hay casos en los que la degeneracion empieza
en la articulacion diartrodial facetaria antes que en el disco, sin embargo, hace
décadas que sabemos que hay mecanismos ultramoleculares relacionados con
la difusion de nutrientes, con la biologia de las células que habitan el disco con
la formacion y renovacion de la matriz extracelular, que influyen en la
degeneracion discal. Pese a todo este conocimiento, en la actualidad todos los
protocolos de tratamiento que ofrecemos a los pacientes acaban en un punto,
la eliminacion de las estructuras problema y su sustitucion por implantes, bien
moéviles como es el caso de las proétesis, bien fijos, como es el caso de las
artrodesis. La liberacion de moléculas proinflamatorias como ocurre en la
hernia discal se soluciona, bien esperando con tratamientos analgésicos, bien

eliminando el fragmento discal mediante un procedimiento que obliga a lesionar
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los ligamentos amarillos, las laminas del arco vertebral posterior y la
musculatura suprayacente.

Esta vision mecanicista del problema esta llegando a su limite de sofisticacion
con los modernos abordajes minimamente invasivos, la endoscopia y los
navegadores, pero el resultado final es el mismo, la anulacion de una
estructura biolégica y su funcion o el intento de sustitucion por un burdo
aparato mecanico que a duras penas remeda la exquisitez del original al que
intenta suplantar. Esta claro que el salto cualitativo en el tratamiento de la
patologia discal no va a darse en el campo de la biomecanica, sino en el
campo de la biologia. Tendremos que aprender mas sobre los mecanismos
moleculares de la degeneracion discal, y aprender a modularlos. Habra
igualmente que comprender los mecanismos de reparacion celular que existen
ya en el organismo, entender por qué y cuando dejan de funcionar y tratar de

manejarlos.

1.6.1.1 Manejo conservador

El tratamiento conservador de cualquier paciente que aparece en consulta
refiiendo dolor engloba todas las medidas no invasivas o poco invasivas.
Incluye este tratamiento a los farmacos analgésicos y antiinflamatorios,
medidas fisicas como el reposo relativo, la readaptaciéon de actividades, la
inmovilizacién parcial con fajas u ortesis y las intervenciones fisioterapicas,
todo con el objetivo de disminuir el dolor, recuperar la funcion previa y evitar la

cronificacion de los sintomas.
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Para el tratamiento farmacologico, la OMS [78 definié hace décadas la escalera
analgésica a seguir para el tratamiento sintomatico del dolor. Aunque discutida
en la actualidad, sigue siendo valida en sus principios basicos, que son tratar
proporcionalmente a la intensidad de los sintomas con los menores efectos
secundarios posibles. En patologia de columna es donde mas se han estudiado
todas las vias de produccién del dolor y se propugna mas la utilizacion de
medicaciones, como los neurolépticos, los antidepresivos triciclicos y los
inhibidores de la recaptacién de noradrenalina y serotonina para influir sobre
las vias gabaérgica y serotoninérgica implicadas en la formacién del estimulo
doloroso y actuar, de este modo como tratamientos coadyuvantes a los

clasicos inhibidores de prostaglandinas y opiaceos.

La fisioterapia, entendida en el sentido amplio de reeducacién, restriccion
funcional e inmovilizacién en la fase mas aguda del dolor para progresar a
ejercicios que permitan la potenciacion muscular para proteger al segmento de

movilidad de la inestabilidad cuando la sintomatologia lo permita.

Dentro de las medidas poco invasivas se estan especializando en la actualidad
las unidades del dolor clinicas en la realizacion de procedimientos dirigidos,
mediante control de imagen, bien sea ecografia o fluoroscopia, a depositar
farmacos antiinflamatorios de tipo corticoideo directamente junto a la estructura
causante del dolor, bien sea una faceta articular, bien sea una raiz nerviosa.
Otras medidas invasivas incluyen la destruccion térmica de terminaciones
sensitivas mediante estimulos de radiofrecuencia, con el objetivo de producir

un alivio sintomatico que durara el tiempo que tarda la terminacion sensitiva en
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regenerarse, en la esperanza de que se haya resuelto el proceso inflamatorio

en ese tiempo.

1.6.1.2 Cirugias conservadoras

El epigrafe de este apartado, a caballo entre dos conceptos aparentemente
excluyentes, hace referencia a aquellos procedimientos quirurgicos, por tanto
invasivos, en los que se pretende conservar la funcidn del segmento de
movilidad, actuando solamente contra la estructura problematica. Es cierto que,
por desgracia, siempre se va a tener que sacrificar, a parte de la estructura
lesionada, alguna otra, como es el caso de la discectomia o la
microdiscectomia que, invariablemente nos va a obligar a resecar el ligamento
amarillo de un lado para acceder al fragmento herniado. Actualmente se esta
consiguiendo realizar incluso descompresiones de canal central mediante
técnicas endoscopicas, que permiten conservar la funcidén, no solo de las
articulares, cosa que ya se realizaba con técnicas abiertas, sino que se
produce una minima lesion sobre la musculatura paravertebral, que es basica

para la conservacion de la estabilidad del segmento.

1.6.1.3 Artrodesis

El primer caso descrito de artrodesis de columna fue publicado por Albee en
1911 utilizando un fragmento de tibia trasplantado en la columna de un
paciente afectado de mal de Pott "1 Posteriormente la técnica se aplicd a
pacientes con escoliosis . La siguiente evolucién del procedimiento ocurrié
cuando se empezaron a utilizar implantes metalicos internos para mantener la
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inmovilidad de los segmentos que se pretendia artrodesar, disminuyendo de
este modo la incidencia de pseudoartrosis, que podia llegar hasta el 50% de
casos con los antiguos tratamientos con inmovilizacién en lechos de escayola,
sobre todo en artrodesis largas como las que se tienen que realizar en los
pacientes afectados por escoliosis. Tras varios pasos intermedios, las fijaciones
actuales basadas en tornillos pediculares siguen los principios iniciados por
Roy-Camille en los afios 60 del siglo pasado B'l. En estos procedimientos se
empleaba para conseguir favorecer la fusién entre los segmentos moviles
autoinjerto obtenido del propio paciente, método que sigue considerandose
actualmente el gold standard con el que comparar otros procedimientos
adyuvantes a la fusién ésea. Hoy en dia se prefiere obtener aloinjerto humano
de banco de huesos para evitar las complicaciones, sobre todo en cuanto a
dolor residual de la zona donante y limitacion de la disponibilidad que tiene el
injerto autologo. El conocimiento de que el hueso tanto homdlogo como
heter6logo contiene factores que favorecen la osificacidon se remonta a las
observaciones de Senn en 1889 que empleaba hueso descalcificado con acido
clorhidrico para rellenar defectos 6seos en pacientes tratados por osteomielitis,
aunque el objetivo primario era realizar antisepsia en el defecto, si observo
como se formaba nuevo hueso en los bordes del defecto que se habia
rellenado. Aunque las observaciones iniciales de Senn no fueron consideradas
durante décadas, observaciones posteriores reforzaron la idea de la existencia
de factores osteogénicos en la matriz ésea [®2 Posteriormente en 1978 Urist
comunicé la presencia de una proteina hidrofébica de bajo peso molecular con
cualidades osteoinductoras en la matriz ésea 3. En la actualidad se conocen

en torno a una docena de proteinas formadoras de hueso (BMP por sus siglas
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en inglés), todas pertenecientes a la familia de supergenes de TGF-beta, de
ellas, las mas activas probablemente sean la BMP-2, la BMP-3 (osteogenina) y

la BMP-7 (osteogenic protein 1 u OP-1).

1.6.1.4 Artrodesis anteriores y circunferenciales

El abordaje posterior a la columna permite, de una forma segura, corregir
deformidades como la escoliosis, las listesis y las cifosis, también permite un
acceso a las estructuras neurales para liberarlas en el caso de hernias
discales, estenosis centrales, estenosis foraminales, quistes o tumores
intracanal. Sin embargo, la zona posterior es el peor lecho para conseguir una
artrodesis. La zona posterior de la columna trabaja generalmente sometida a
fuerzas mecanicas predominantemente de distraccion y sabemos que para
estimular la fusién ésea y favorecer la integracidon del injerto es preferible el
estimulo de las cargas en compresion. Adicionalmente, una reseccién amplia
de los elementos posteriores, como la que se realiza en las descompresiones
de canal por estenosis o una discontinuidad previa de los elementos
posteriores, como la que ocurre en las listesis istmicas, deja una superficie de
contacto para la fusion realmente pequefia. Igualmente se ha defendido que, si
el disco intervertebral degenerado es un generador de dolor, la artrodesis
posterior sola no elimina completamente la micromovilidad y la transmision de
cargas a traves del disco y seria deberia ser complementada con actuaciones a
ese nivel para conseguir un mejor resultado clinico 4. Estas limitaciones han
llevado al desarrollo de técnicas de fusion que han buscado aprovechar, de una
u otra manera, la columna anterior del segmento de movilidad, esto es, el

propio cuerpo vertebral. Los cuerpos vertebrales contienen el mayor volumen
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del hueso esponjoso del segmento de movilidad, estan bien vascularizados y
trabajan mecanicamente en compresién, por lo que reunen las caracteristicas
que se necesitan para conseguir la integracién del injerto 6seo o la formacion
de nuevo hueso estimulado por factores de crecimiento. Es preciso para
aprovechar este lecho de fusion eliminar el disco intervertebral que se
interpone entre los dos cuerpos vertebrales, procedimiento que se puede
realizar bien por via posterior directa, tal y como describié Cloward a mediados
del siglo XX, bien por via transforaminal, mas segura para evitar lesiones de las
estructuras neurales, como describieron Harms y Rolinger en los afios ochenta
del siglo pasado 1. La via anterior directa (ALIF) mediante abordaje
retroperitoneal, es una técnica contrastada, con un reparto casi equidistante
entre partidarios y detractores, permite abordar el espacio discal
indudablemente mejor que las vias posteriores, con lo cual se puede preparar a
conciencia el lecho de fusién y levantar la altura disminuida por la degeneracion
del disco, sin embargo, no se tiene acceso a las estructuras neurales, por lo
gue no se pueden descomprimir de forma directa en caso de ser necesario. Los
defensores de la técnica argumentan que, en muchos casos de estenosis
incipientes o dinamicas, la descompresion indirecta que se consigue gracias a
la mayor recuperacion de la altura del espacio discal con esta técnica con
respecto a las vias posteriores es suficiente para paliar los sintomas del
paciente. En muchas ocasiones se han producido movilizaciones de los
implantes antes de que se consiguiera la fusion 6sea, ya que es mas dificil
conseguir una firme fijacion primaria, lo que ha llevado a muchos cirujanos a
complementar la via anterior con fijaciones pediculares realizadas por via

posterior, generalmente percutaneas, aumentando, de este modo, los costes y
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el tiempo quirurgico. Existe un riesgo de lesionar estructuras vasculares como
la cava o ramas de las arterias iliacas, asi como de lesionar el plexo simpatico
lumbar, por ello es considerada por muchos autores como una técnica de
segunda eleccion, o de rescate para pacientes multioperados por otras vias. Es
esta técnica, sin embargo, por razones obvias, la de eleccion para la colocacion
de prétesis discales, en las que la correcta orientacién del implante, por otro
lado, de tamafno considerable es fundamental, y dificilmente conseguible por
las pequehas ventanas con las que se trabaja en las vias posteriores.
Igualmente, los abordajes anteriores se han propuesto para fracturas con
estallido del cuerpo vertebral importante en las que se anticipa un fracaso
mecanico de la columna anterior de la columna vertebral y es necesario realizar
una corpectomia y una sustitucion por cajas o mallas que soporten las cargas

mientras se produce la fusion 6sea 186],

1.6.1.5 Abordajes laterales

Los problemas de las vias anteriores se han querido disminuir, en el segmento
lumbar, buscando abordajes laterales retroperitoneales a través del musculo
psoas, de este modo no se llegan a visualizar los grandes vasos adyacentes a
la parte anterior del cuerpo vertebral, nacen asi las técnicas XLIF (fusion
lumbar intersomatica por abordaje lateral “extremo”), muy ligadas al desarrollo
de instrumentales de monitorizacion neurofisiolégica, ya que en el espesor del
musculo psoas discurren los nervios del plexo lumbar que van saliendo por los

foramenes de conjuncion ©71,
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1.6.1.6 Artroplastia

Una ensefianza basica de la ortopedia es que una articulacién debe ser movil
(entendiendo como tal un rango de movimiento que le permita desarrollar
adecuadamente la funcion para la que esta disefiada), estable (es decir, que no
tenga otros movimientos diferentes de aquellos para los que fue concebida) e
indolora. A diferencia de lo que ocurre en otras articulaciones del organismo,
donde tratamientos que sacrifiquen la movilidad en favor de la estabilidad y la
disminucién de los sintomas estan practicamente proscritos, en la columna
vertebral el patron oro del tratamiento quirdrgico ha sido, y realmente sigue
siendo, la artrodesis, no por capricho, sino en base a sus excelentes y
previsibles resultados. Sin embargo, es obvio que los intentos para preservar
movilidad son un objetivo por conseguir. La pérdida de movilidad en uno o unos
pocos segmentos de la columna no supone una pérdida funcional significativa,
sin embargo, se ha querido relacionar con la aparicion de lesiones o la
aceleracion de degeneraciones preexistentes en los niveles adyacentes. La
discusion sigue abierta entre los defensores de la preservacion de movilidad y
los que argumentan que, desde que se asume que la principal carga de la
culpa en la degeneracion discal la tiene la propia constitucion genética de cada
individuo, la sobrecarga mecanica que produce en un segmento de movilidad la
artrodesis del adyacente tiene poca influencia en la degeneracion de este 68891,
A nivel cervical se han publicado datos muy prometedores en cuanto a funcién
de las protesis. Las indicaciones de artroplastia en la columna cervical son muy
parecidas a las de la artrodesis, la via de abordaje anterior es la misma que
para la fusion, la colocacion del implante sigue siendo muy demandante

técnicamente pero relativamente abordable con una cierta experiencia, el
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implante es mas caro que el necesario para una artrodesis y los resultados
clinicos son muy similares %Y, Los defensores de la artrodesis cervical
argumentan que una gran parte de los buenos resultados comunicados en
artroplastias corresponden a casos en los que se observa un fallo de los
componentes mdviles del implante, o incluso barras de fusién anterior (Figura
37) por delante del implante, por lo que estos, en realidad, esta funcionando

como una artrodesis.

Figura 37. Protesis discales con puente éseo anterior.

A nivel lumbar, sin embargo, las artroplastias obligan a realizar un abordaje
anterior para garantizar una colocacién 6ptima de un componente grande.
Hemos hablado de los riesgos de dicho abordaje con anterioridad. Ademas, las
indicaciones de la artroplastia, es decir, las situaciones en las que ha
demostrado un beneficio para los pacientes son muy limitadas, es preciso que
no haya apenas degeneracion de los elementos posteriores, ni necesidad de
realizar una descompresién del canal, lo que implica que el disco que se va a
sustituir debe estar muy poco degenerado, esto hace que sean muy pocos los

pacientes que se puedan beneficiar de una artroplastia lumbar (Figura 38).
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Figura 38. Protesis discal lumbar Charité Ill. Cortesia de De Puy Spine Inc.

Otra linea de investigacion en conservacion del movimiento es la que pretende
sustituir el nucleo pulposo del disco intervertebral por sustancias tipo hidrogel,
bien estructurados o bien preparados para polimerizar una vez implantados en
el interior del disco [®?l. Funcionan absorbiendo y liberando agua en funcion de
las cargas a las que se ven sometidos, de modo similar a como lo hace el
nucleo pulposo, por lo que presentan un comportamiento dinamico muy similar
a éste 1. Aunque ya se han empezado a introducir en series clinicas, todavia
no se puede contar con resultados que avalen la utilizacion de los sustitutos de

nucleo pulposo.

En resumidas cuentas, bien por indicacion, bien por complejidad técnica, bien
por resultados clinicos, bien por la dificultad para demostrar irrefutablemente la
asociacion entre artrodesis y degeneracion del segmento adyacente, las
artroplastias no suponen, en la actualidad un tratamiento que pueda sustituir,
en la columna, a la artrodesis ¥, como si ha ocurrido en articulaciones como el
codo, la cadera, la rodilla o el tobillo.
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1.6.2 Tratamientos bioldgicos de los tejidos

El concepto de tratamiento biolégico hace referencia a todos aquellos
procedimientos encaminados a conseguir una "restitutio ad integrum" de la
matriz celular del disco patoloégico, lo que implica permitir un adecuado
desarrollo y funcién de las células, para lo cual es mandatorio restaurar los
mecanismos de nutricidn de estas, reponer de alguna manera las deficitarias y
activar a las sanas para la produccién de matriz extracelular. Asumiendo el
disco como primer elemento que se degenera en el segmento de movilidad, su
mantenimiento en Optimas condiciones de funcionamiento debe,

necesariamente, influir de forma positiva en el resto de las estructuras.

1.6.2.1 terapias genéticas

Se ha planteado aprovechar las células ya existentes dentro del disco
intervertebral mediante dos estrategias. Por un lado, se han estimulado dichas
células con factores de crecimiento que multiplican hasta cinco veces la
velocidad de sintesis de la matriz extracelular. Por otro lado, se han
administrado inhibidores de las citoquinas que influyen negativamente en la
sintesis de la matriz. Se ha trabajado en modelos experimentales con el factor
de crecimiento BMP-7 (OP-1) y se ha comprobado cémo permite recuperar la
altura del disco en un modelo lesional 1. Sin embargo, los resultados son poco
aplicables a la practica clinica, ya que el efecto, tanto de los factores de

crecimiento como de los inhibidores de citoquinas es pasajero y obliga a
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inyecciones repetidas intradiscales para mantener la actividad de las células en
los niveles que se precisa para conseguir un efecto clinico.

Si somos capaces de mantener niveles elevados de los factores que nos
interesan dentro del disco de manera constante, podremos conseguir,
tedricamente, el objetivo clinico. La transferencia de genes productores de las
proteinas que nos interesan mediante técnicas de terapia génica pretende
conseguir este objetivo. Se ha conseguido introducir el gen productor de TGF-
beta en células discales de conejo y expandir, de este modo, hasta seis veces
la produccion. Estamos, sin embargo, lejos de su aplicacion a la clinica.

Las objeciones sobre la seguridad del procedimiento y sobre la eficacia de este
no se han resuelto todavia. Por un lado, es preciso conocer mejor todas las
proteinas implicadas en los procesos de generacion y regeneracion de la
matriz, por otro lado, en adultos, y mas en discos degenerados, la mayoria de
las células intradiscales estan muertas, y es poco probable que las pocas que
guedan funcionantes puedan asumir la tarea que se les encomienda por mucha

estimulacion que se induzca.

1.6.2.2 Regeneracion de la poblacion celular

Si avanzamos en el razonamiento, el siguiente paso para conseguir un
resultado eficaz contra la degeneracion discal supone introducir, junto con los
genes productores de los factores de crecimiento, nuevas células similares a
las existentes dentro del disco intervertebral que complementen a las
preexistentes en su tarea de regenerar la matriz extracelular.

En la pretension de regenerar el disco intervertebral se han empleado células

obtenidas del interior del anillo discal de conejos, expandidas en cultivo e
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implantadas en modelos experimentales de degeneracién, se ha observado
cdémo este procedimiento permitia conservar la altura de los discos, pero a
expensas de producir una especie de tejido hialino en vez del tejido original. Es
por tanto preciso afinar el tipo celular que se obtiene y el método de expansion
en cultivo para conseguir los resultados que se pretenden. En el interior del
nucleo pulposo la poblacidn celular es escasa y dificil de obtener para intentar
expandirla.

Dentro del apartado de regeneracién celular es preciso volver a apuntar la
importancia primordial del microambiente en el que pretendemos implantar
células, genes y factores de crecimiento. La disminucion de la capacidad de
difusion de nutrientes en los platillos, debida a la esclerosis del hueso
subcondral y a la precaria vascularizacién de la zona, son problemas capitales
que se deben tener en cuenta para poder avanzar en el terreno de la

regeneracion tisular.

1.7. Ingenieria tisular

1.7.1. Definicion

La ingenieria tisular es el conjunto de procedimientos que utilizan
combinadamente 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 para restaurar, mantener o mejorar la funcién tisular. La ingenieria

tisular combina el aporte de células, indiferenciadas o no, que se colocan sobre
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una matriz, a la cual se pueden anadir factores que aceleren su proliferacion y
diferenciacion para ser trasplantadas a la estructura dafiada y conseguir su
regeneracion. También, las células se pueden tratar en el laboratorio, para que
liberen sustancias beneficiosas para la reparacidn de los tejidos. Estas células
se suelen combinar con un molde para reproducir la estructura tridimensional

del tejido que deben reemplazar.

Los objetivos del procedimiento son: conseguir una cantidad suficiente de tejido
y células, conseguir la diferenciacién hacia el fenotipo correcto, mantener dicha
diferenciacion, conseguir la organizacion tridimensional correcta del tejido,
mantener dicha organizacion y producir la matriz extracelular en cantidad y
calidad adecuadas. Mediante moldes reabsorbibles se consigue el andamiaje
inicial hasta que las células fabrican su propia matriz y son capaces de
integrarse con el tejido nativo. A partir de este momento, ya fuera del
laboratorio, empiezan a entrar en juego elementos como la adecuada
vascularizacion y los problemas de compatibilidad inmunologica del tejido
donante.

Este trabajo se basa en la parte celular de la ingenieria tisular, pretendemos
estudiar y conocer las células trocales multipotenciales (o CSM, células “stem”
mesenquimales, del inglés Mesenchymal Stem Cells). Las CSM tienen
capacidad de division, capacidad de proliferacion ilimitada y capacidad de

diferenciacion a distintas lineas celulares mesenquimales.
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Pueden migrar a diferentes partes del cuerpo e instalarse en colonias a partir
de las cuales empezar a diferenciarse hacia fenotipos distintos dentro de la

estirpe mesodérmica.

Se reserva, en castellano, el término pluripotencial para referirse a las células
embrionarias y a las células inducidas y se emplea el término multipotencial
para las células madre de los individuos tras el nacimiento.

Las CSM postnatales pueden encontrarse en lugares como la médula Osea,
tejido adiposo, paredes venosas, sangre periférica, el ligamento periodontal,

periostio y hueso trabecular, y en ambas caras de la placenta ['8l,

En 1968 Friedenstein et al [® describieron unas células adherentes, que
formaban clones, diferentes de los macréfagos y los fibroblastos, y las nombro
como colony forming units-fibroblastic (CFU-Fs) estas células pueden ser

aisladas del estroma de la médula ésea de los organismos nacidos.

En condiciones adecuadas, estas células pueden hacerse proliferar de forma
experimental hacia diferentes tipos de tejidos conectivos adultos diferenciados,
como el propio estroma medular, el cartilago hialino, el tejido fibroso, hueso y

tejido adiposo.

Falta conocer como se integran las células en el tejido a reparar después de
una lesién, como viajan, y bajo qué estimulos migran desde la médula ésea u
otros tejidos hacia los puntos de lesion. Sabemos que se pueden aislar de

sangre periférica, aunque en escasa cantidad, lo que hace légico pensar que la
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sangre es solo un medio de migracion de las células, no un tejido huésped de
estas. Sabemos que se pueden hallar en los distintos tejidos enumerados
previamente a cualquier edad, aunque en menor cantidad en los individuos
mas afnosos que en los mas jovenes. Falta terminar el mapa de factores de
crecimiento que modulan la migracién, division y diferenciacion de las células

multipotenciales.

En este trabajo veremos como las células multipotenciales presentan ciertas
caracteristicas diferenciales entre si dependiendo del lugar y circunstancia
donde han sido obtenidas, aunque conservan una morfologia y un

inmunofenotipo similares, incluso después de varios pases de cultivo.

Las células multipotenciales presentan ventajas practicas para su utilizacion en
experimentacion, tanto desde el punto de vista de las consideraciones éticas,
como por su buena disponibilidad y facilidad para ser obtenidas de distintos
tejidos, en algunos casos, con relativamente poca morbilidad. Su capacidad de
diferenciacion es buena y se pueden obtener del mismo individuo al que se van

a implantar, por lo que no generaran problemas de rechazo.

1.7.1.1. Células troncales

Las células troncales ("stem cell" en inglés) deben cumplir las siguientes

condiciones [%¢!:

- Capacidad de autorrenovacion o de formar durante su division al menos una

copia idéntica de si misma.
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- Capacidad de diferenciacion hacia una (o varias) células maduras con funcion
especializada.

- Capacidad de proliferacion a largo plazo.

En el trabajo de Till y McCulloch de 1961 sobre autotransplante de Médula
O0sea en ratones irradiados previamente queddé demostrada la presencia de

células madre precursoras hematopoyéticas 7],

A partir del trabajo anterior se han ido descubriendo en la médula 6sea células

progenitoras de otras estirpes celulares, como es el caso de las células

mesenquimales 8, Si somos capaces de aislar células multipotenciales en un

organismo adulto podremos emplearlas para procedimientos de regeneracion
tisular, es alto el interés en encontrar estos tipos celulares, y conocerlos bien,
de hecho se ha observado que dentro de la multipotencialidad, hay clones ya
predeterminados para diferenciarse a unas lineas celulares u otras, las MAPC
(Multipotent Adult Progenitor Cells) son capaces de diferenciarse hacia células
de las tres capas embrionarias segun describié Verfaille [ %-1021 | og
hemangioblastos se pueden diferenciar hacia células hematopoyéticas o hacia

células endoteliales [103-106]

Las células MIAMI (human Marrow Isolated Adult Multilineage Inducible cells) o
las células VSEL [° 981021 (Very Small Embryonic-Like stem cells) también
presentan un gran potencial de diferenciacion multilinaje. Finalmente, junto a
éstas existen otras células madre mas restringidas en su capacidad de

diferenciacion y descritas con anterioridad, como las células progenitoras
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hematopoyéticas (CPH) y las células stem mesenquimales (CSM), sobre las
que profundizaremos en este trabajo. Las CPH, son las encargadas de la
regeneracion del tejido hematopoyético durante toda la vida del individuo para

proporcionar de forma continua las imprescindibles células sanguineas.

El mayor desarrollo del estudio de las células mesenquimales se ha debido al
interés por su papel fundamental en la hematopoyesis. Las células
mesenquimales son basicas de forma indirecta también para la hematopoyesis,
ya que mantienen el estroma medular, microambiente necesario para el
desarrollo y correcta maduraciéon de las células puramente hematopoyéticas,
cumplen ademas una funcion inmunoreguladora "1y son imprescindibles para

el éxito de los trasplantes de precursores hematopoyéticos [108-111],

1.7.1.1.1 Identificacion de los progenitores mesenquimales

Las células multipotenciales mesenquimales son una poblacion heterogénea de
aspecto fusiforme, remedando fibroblastos [©l, inmunofenotipicamente expresan
marcadores comunes a las células endoteliales, epiteliales y células
musculares adultas ['® 1121201 y no presentan marcadores de células de estirpe
hematopoyética como son el CD 14 de los monocitos, el CD 19 de los linfocitos
B, el CD 34 de las células troncales hematopoyéticas y el CD 45 de los
leucocitos [1896.115-118,120] | 5 gusencia de un marcador especifico conocido
obliga a caracterizar las células mesenquimales multipotenciales mediante
estrategias de adicion y exclusidon, realizando tinciones para diferentes
marcadores de superficie, con todo el debate que la ausencia de criterios

patognomonicos levanta en todos los campos de la investigacion. Aceptamos la
103



caracterizaciéon cuando 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, CD45 y CD133.

Aislando estas células por fraccionamiento y gradientes de densidad, se
obtiene una mezcla heterogénea de células con diferentes grados y potenciales
de proliferacion. No obstante, para una aplicacién terapéutica util y una
comprension rigurosa de las CSM, se requiere una caracterizacion mas
precisa. En la Figura 40 se describen 16 proteinas de superficie, que permiten
reconocer, por su marcaje positivo o negativo, a las CSM. La mayoria de los
marcadores son positivos 0 negativos igualmente en CSM humanas y en raton,
aunque el problema es que no disponemos de un marcador positivo, unico y
caracteristico. Kolf et al ['*l recomiendan Stro-1, CD73 y CD106 como los

marcadores con mayor especificidad.
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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 39. Marcadores de superficie para CSM segun Kolf et al.

Incluyendo conclusiones de otros estudios, 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 CD50. Las CSM no expresan
CD11b, un marcador celular inmunoldgico, ni glicoporina-A, un marcador de
linea eritroide. Tampoco el CD31, expresado en células endoteliales,
hematopoyéticas y progenitoras, aunque hay discrepancias entre los diferentes
estudios probablemente debidas a la metodologia en cuanto al cultivo y el

grado de diferenciacion celular. Otros muchos marcadores expresados por las
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CSM 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, FIk-1/CD309, Sca-1y CD10 21,

A falta de un trabajo que descubra un marcador especifico para las células
multipotenciales mesenquimales y para evitar la confusion a la hora de
comparar diferentes trabajos sobre las CSM, la sociedad internacional de
terapia celular (ISCT, “Internacional Society for Cellular Therapy”) ha propuesto

unos criterios minimos para definir una CSM ['7}-

Estos criterios son:

1. Las CSM deben tener capacidad de adherencia al plastico, 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 CDA45 (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

(HLA-DR).

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

osteoblasto, adipocito y condroblasto.

Adicionalmente las CSM tienen la capacidad para secretar diversas citocinas,
bien en condiciones basales o tras ser estimuladas. Estas citocinas son tanto
factores de crecimiento hematopoyético como no hematopoyético y apoyan la
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afirmacion previa de que las CSM estan implicadas en el desarrollo del estroma

medular y, por tanto, de su propio desarrollo por mecanismos autocrinos.

También se ha identificado la presencia de receptores para citocinas y factores
de crecimiento. La interaccion entre los distintos factores y sus receptores
induce a pensar que las CSM estan implicadas de forma dinamica en el

mantenimiento del microambiente celular [18.123-

1.7.1.1.2 Capacidad de diferenciacién

En los primeros trabajos sobre CSM se buscaba analizar la capacidad de éstas
para diferenciarse exclusivamente hacia células del tejido al cual pertenecian.
Posteriormente han ido demostrando su capacidad de diferenciacion hacia
otras lineas ['*4. Una de las formas de identificaciéon de las CSM, es su
capacidad para diferenciarse in vitro hacia hueso, grasa y cartilago ['2°,
También pueden diferenciarse hacia otros tejidos como tenocitos, miocitos

esqueléticos y otras células del mesodermo [18. 126.127],

Como ya hemos dicho, segun la sociedad internacional de terapia celular, la
diferenciacion a adipocito, osteoblasto y condrocito es requisito para la

caracterizacion de las CSM:

Diferenciacion a osteocito:

Para la diferenciacion a osteocito se requiere la presencia de B-glicerolfosfato,

acido ascorbico-2-fosfato, dexametasona y suero bovino fetal. Se observa
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coémo las células adquieren morfologia osteoblastica y expresan actividad de la
fosfatasa alcalina, apareciendo incluso depdsitos de calcio, que se pueden

constatar tras la tincion con BCIT-NBT.

Diferenciacion a adipocito:

Para producir la diferenciacion hacia adipocito, las CSM se incuban con
dexametasona, insulina, isobutiimetilxantina e indometacina. En el analisis
morfolégico se ven vacuolas lipidicas dentro de las células que se agrupan y
rellenan el citoplasma al tedirlas con oil red O y se expresa el receptor PPAR

gamma 2 lipoproteinlipasa y la proteina acida P2 ['8 125,

En otros estudios, se ha intentado identificar el mecanismo que regula la
diferenciacion de las CSM a adipocito. EIl PPAR gamma 2, es un activador de la

diferenciacion hacia adipocito e impide la diferenciacion a osteoblasto ['28],

Esto muestra una relacion reciproca entre la osteogénesis y la adipogénesis,
de modo que la diferenciacion por un camino restringe la expresion de genes

especificos del otro linaje ['29,

Diferenciacion a condrocito:

Para la diferenciacion a condrocito la metodologia es algo diferente a las
anteriores, y mas costosa, esta 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-B, hasta que pierden su morfologia

fibroblastica y comienzan a expresar componentes cartilaginosos especificos.

La presencia de TGF-B siempre se habia considerado necesaria ['3%-132 pero
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estudios recientes "33 con médulas de origen bovino han demostrado que no
hay diferencias en los resultados cuando los cultivos se realizan en ausencia

de TGF-B.

Ademas de estos tejidos, el abanico de posibilidades de diferenciacion de estas
células es mas amplio. Los estudios tanto in vitro como in vivo, demuestran que
la poblacion de células mesenquimales puede diferenciarse hacia distintos
linajes. De este modo 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 1341,

1.7.2 Las células estromales de la médula ésea

En el individuo ya nacido, las CSM residen en 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 de
soporte 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. El anillo 6seo primitivo, establecido por estos osteoblastos, se
erosiona por los osteoclastos para permitir la invasién vascular y la formacién
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 sinusoides,

caracterizados por un flujo vascular lento y muros endoteliales permeables,
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permiten la colonizacion del medio extravascular con las células
hematopoyéticas 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 y bioloégica del hueso y la médula 6sea que
constituyen un o6rgano unico. Las células estromales en la primitiva médula
0sea no hematopoyética aparecen como preosteoblastos, mientras que las
células de la médula activa hematopoyéticamente son quiescentes
mitéticamente, pero siguen expresando los marcadores osteoblasticos y la

fosfatasa alcalina a niveles elevados.

1.7.2.1. Células progenitoras mesenquimales

Friedestein et al 135137 fyeron los primeros en obtener, de manera
consistente, células adherentes de médula ésea, incluyendo en este grupo
heterogéneo, células troncales mesenquimales. La metodologia establecida por
Friedestein, que se sigue utilizando en la actualidad con alguna modificacion,
consistia en cultivar células provenientes de la médula ésea de individuos
adultos, después retiraba todas las células en suspensién y cultivaba las que
habian quedado adheridas a la caja de cultivo, inicialmente las células eran
heterogéneas, pero tras varias resiembras empezaban a predominar células
gue crecian en forma de colonias con aspecto de fibroblasto, que denominaron

unidades formadoras de colonias de fibroblastos (CFU-F) La frecuencia que
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reportaron fue de 1 a 5 CFU-F por cada 100,000 células nucleadas de médula
O0sea sembradas. También se demostré su capacidad de diferenciacion hacia

otros tipos celulares y para generar el microambiente hematopoyético 138142

La formacion de la cavidad y el estroma medulares requiere el factor de
trascripcion cbfal, que controla la diferenciacion osteogénica y conduce a la
formacion 6sea. En la médula 6sea tenemos, como si de un gran centro
comercial se tratara, el organo donde obtener dos tipos de células bien
diferenciadas (HSC y SSC: hematopoyéticas y estromales), también los
progenitores de multiples tejidos. La separacion entre tejido mesodérmico,
tejido hematopoyético y las lineas celulares ha ido desapareciendo a medida
que hemos ido descubriendo que las células aisladas como progenitoras
mesenquimales se podian agrupar en colonias compactas y abiertas de
aspecto fibroblastoide mientras otro tipo de células eran mas pequefas, con
nucleos mas intensamente tefiidos y mas parecidas a células epiteliales. Otros
trabajos han descrito dos y tres poblaciones celulares que se pueden separar
por citometria de flujo, las RS-1, que corresponden a CSM progenitoras con
una elevada capacidad de proliferacion, las RS-2 derivadas de las anteriores y
que, a su vez, daria origen a las mMSC (células progenitoras maduras),
hipétesis todavia pendiente de confirmar. En la médula 6sea también podemos
obtener células que podemos diferenciar para regenerar los vasos sanguineos,
el musculo esquelético y el musculo cardiaco. La capacidad para la biogénesis
y la cardiomiogénesis se han adscrito tanto a las HSC como a las CSM en la

médula. Las SSC pueden, tal vez, transformarse en neuronas o glias, las HSC
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de ratdén 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 en la actualidad,
probablemente 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 vivo.

1.7.3 El microambiente hematopoyético

Afadimos en este punto un elemento mas a la red de interacciones de las
células presentes en la médula 6sea. Hemos hablado de la disposicion
tridimensional de las células, de sus interacciones fisicas, de los factores de
crecimiento y otras citoquinas implicadas en las interacciones quimicas, es
ahora el momento de hablar del andamiaje sélido que permite la funcion de
todo lo mencionado. Este andamiaje, formado por la actividad de osteoblastos
y osteoclastos, es el que permite la existencia fisica de las distintas
poblaciones celulares, sus relaciones y el desempefio de sus funciones [143-149],
La formacion y reabsorcion de las trabéculas 6seas ocurren mientras se esta
desarrollando la actividad hematopoyética, y es evidente pensar que no son
dos sucesos ajenos entre si. Las células que constituyen este microambiente,
definidas como el nicho hematopoyético, derivan de un progenitor comun de
origen mesenquimal ['*3. Para la hematopoyesis medular se han definido tres

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

dentro de los huesos largos [1%7],

La idea de nicho, introducido por Schofield, es importante pues estas células no
estan aisladas en la médula ésea de los mamiferos. Considera este concepto
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
permitir que se diferencien para desempefar la regeneracion o repoblacion de

un tejido cuando sea necesario.

Las CSM se distribuyen de manera perivascular, de hecho, se ha hipotetizado
su analogia con los pericitos que también se diferencian hacia condrocitos,
adipocitos y osteoblastos. Se ha identificado ASMA (actina-a de musculo liso) y
CD45-/CD31-/Sca-1+/Thy-1+ en los estudios de  caracterizacion
inmunohistoquimica. Ademas, se ha visto que las CSM se han identificado con
marcadores Stro-1 y CD146 formando lineas alrededor de los vasos en la
médula 6sea y de la pulpa dental. Algunas, no todas, de las células aisladas
también expresan 3G5, un marcador celular de superficie relacionado con los
pericitos. Seguramente la disposiciéon perivascular de las CSM no es
caprichosa, sino que tiene relacién con su funcion de migrar para acudir a los

lugares donde deben iniciar la regeneracion de un tejido dafiado.
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La complejidad del microambiente medular es inmensa, se afaden, a parte de
las CSM vy los precursores hematopoyéticos, otros tipos celulares, como
macrofagos adherentes, osteoblastos, adipocitos en gran cantidad, células
endoteliales, células dendriticas, en resumen, un conjunto abigarrado de
interacciones que es muy dificil de reproducir in vitro pero que es necesario
conocer si queremos que nuestros cultivos celulares se comporten, proliferen y
se diferencien como lo harian las células multipotenciales en condiciones

naturales.

Liechty et al realizaron un trabajo implantando CSM en la cavidad peritoneal del
feto de ovejas prefiadas. Sacrificaban a los ejemplares a los 13 meses de
nacer y estudiaban la médula 6sea, el bazo, los pulmones, el timo, el musculo,
el corazodn, la sangre, el cartilago y el cerebro y comprobaron que contribuyen a

formar células de los tejidos analizados, sin provocar una respuesta inmune

[146]

Hay que tener en cuenta que la médula ésea es un ambiente con
concentraciones relativamente bajas de oxigeno. Comparando las CSM
humanas cultivadas en condiciones de hipoxia frente a condiciones normales
(2% y 20% de oxigeno) se comprueba que su capacidad de proliferacion es
mayor en ambiente con baja concentracién de oxigeno ['*7]. Las condiciones de

hipoxia deben ser reproducidas, por tanto, en los medios de cultivo in vitro.

1.7.3.1 Fuentes alternativas de CSM

A medida que somos mas habiles obteniendo células multipotenciales, estamos
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viendo como, a parte de los donantes humanos y los modelos tipicos de
laboratorio, como son las ratas y ratones ['8'48 podemos obtener también

células para estudio de otras especies, como ovejas, vacas, caballos, monos,

cerdos [132,133,149,150]_

La médula o6sea ha sido el lecho tipico de obtencion de células
multipotenciales, es relativamente accesible con relativa poca morbilidad y una
"alta" concentracion de células troncales, en torno al 0,01-0,0001% de las
células nucleadas en humanos. También se han conseguido aislar CSM de
extracciones de células madres de sangre periférica movilizada 5 muy
extendido ahora mismo para obtener progenitores hematopoyéticos ['52],
También de muestras fetales de sangre, higado, médula, pulmodn, vellosidades
corionicas, liquido amniotico 153134 Una pequefia proporcion de CSM puede
también ser aislada de sangre procedente del cordon umbilical, de sangre
periférica del adulto y de mujeres sanas durante el embarazo 551581, En este
caso parecen ser células de origen fetal que curiosamente pueden persistir en

el organismo durante mas de 60 afios %71,

Se han buscado células troncales en casi todas las localizaciones del
organismo como pueden ser la grasa subcutanea, foliculos pilosos, tejido del
cuero cabelludo, ligamento periodontal y tejidos prenatales como la placenta,
medula dsea fetal, sangre, pulmon, higado o bazo ['%4 159-162 Algunas con
evidente utilidad practica como posible zona donante, otras con interés

cientifico.
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1.7.4 Comportamiento in vivo de las CSM

Hemos mencionado anteriormente que la razén de ser de las células troncales
es probablemente el permitir la regeneracion verdadera de un tejido, no la
reparacion por cicatrizacién. La utilidad de los factores que estimulan las
células troncales in situ para la regeneracién de un tejido depende de la dosis
del factor y de su persistencia en el lugar el tiempo necesario. Las células
troncales son el ingrediente critico en la regeneracion tisular, y también son la
diana critica de cualquier estrategia llamada a corregir un defecto genético.
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 solo 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. Por
ejemplo, las células reticulares adventicias humanas fosfatasa alcalina
positivas que normalmente funcionan como elementos estructurales, 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 diferenciados, el reticular y el adipocito. Este hecho
muestra una cierta plasticidad del sistema estromal de la médula 6sea y lo
diferencia del sistema hematopoyético. La plasticidad de los fenotipos
diferenciados en el sistema estromal significa que el compromiso y la
diferenciacion pueden no ser tan irreversibles en condiciones fisiolégicas como

se ha pensado.
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La fase sdlida de los tejidos derivados del mesodermo necesita ser plastica. La
relevancia fisiologica de los fendmenos de la remodelacién de la matriz en
organismos en crecimiento y la integridad de los tejidos se ha ilustrado con el
raton MT1-MMP deficiente, (membrana tipo 1, deficiente en metaloproteinasa),
en el cual la remodelacion del tejido conectivo esta bloqueada como resultado
de una degradacion de la matriz, produciendo cambios adversos en el tejido

mesodérmico.

Igual que no nos cuesta comprender el fendmeno de la autorrenovacion de las
células hematopoyéticas que forman el tejido sanguineo, también en el tejido
sélido mesodérmico ocurren fenbmenos que permiten la adaptacién de los
distintos tipos de células entre si, esto implica, a parte de la multipotencialidad,
una capacidad de adaptacion fisica, tridimensional, una plasticidad, en

resumen, del tejido mesodérmico.

Con técnicas de chips genéticos ("DNA arrays") se pueden identificar

marcadores de persistencia de la troncalidad en células mesenquimales.

También es interesante la intercomunicacion de las células troncales con los
lugares de lesion para posteriormente iniciar la transformacion al tipo celular
necesario para la renovacion. Se ha visto como las células que expresan Stro-1
son capaces de anclarse en los tejidos estudiados y establecerse alli.

Se ha visto como los tejidos lesionados influyen en los comportamientos de

migracion y diferenciacion de CSM anadidas exégenamente.
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Las células de los tejidos lesionados también expresan marcadores de
diferenciacion, aunque esto no significa que induzcan, necesariamente,
diferenciacion de las CSM hacia su mismo tipo celular, por ejemplo, el contacto
de CSM con condrocitos induce osteogénesis, no condrogénesis. Es evidente

que el ambiente influye en la diferenciacion 1631,

Las CSM se han aislado de otros muchos tejidos de origen no mesodérmico
como son el cerebro, el bazo, higado, riidn, pulmdn, timo y pancreas de raton.
Estas células mantienen una morfologia similar e inmunofenotipo después de
muchos pases. Ojeda-Uribe et al no identificaron CSM en sangre periférica
después de quimioterapia o tratamiento con factores de crecimiento [164],
tampoco Wexler et al demostraron CSM en el flujo vascular periférico 1951, Ni
Lazarus et al consiguieron cultivar CSM de sangre periférica en pacientes
tratados con quimioterapia 661,

Luria et al demostraron la existencia de precursores de fibroblastos (CFU-F) en
la sangre periférica de cobayas, en una concentracién entre el resto de las
células nucleadas que estimaron en torno a 0.2-2x 10 ['671 y Huss et al aislaron
células fibroblasticas adherentes CD34- de sangre periférica del perro [168],
Zvaifler et al por su parte, estimaron que el numero de CSM en sangre
periférica en humanos adultos es muy bajo, entre el 0.3-0.7% de la fraccion
celular nucleada tras centrifugacion de 500ml de sangre eran células
progenitoras mesenquimales sanguineas, es decir, de un total de células
mononucleadas de 2.14x107, entre 1000 y 10.000 eran precursores

mesenquimales [158],
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1.7.5 Procedimientos de obtencion de CSM

Las CSM se pueden obtener por procedimientos relativamente sencillos como
los que aprovechan su capacidad de adherirse a superficies, que fue el
procedimiento empleado por Friedenstein et al. en su descubrimiento. si
separamos la fraccion mononucleada de la Médula Osea mediante soluciones
de baja viscosidad y presion osmoética y alta densidad podemos seleccionar
mejor las células, si lavamos las no adherentes y recolocamos en un nuevo
frasco, podemos aumentar un 36% la poblacion de células troncales.

El objetivo es conseguir la poblacién de progenitores mesenquimales mas pura
posible, desechando las células hematopoyéticas. Estas ultimas se pueden
seleccionar negativa o positivamente mediante dos procedimientos. Por un
lado, MACS (Magnetic Antibody-Coated bead Separation), marcando las
células mesenquimales con anticuerpos que tienen adheridas bolitas
magneéticas y aplicando un campo magnético externo para atraer a las células.
Por otro lado, disponemos del FACS (Fluorescence Activated Cell Sorter) que
separa una poblacién de células heterogénea en funcion de la intensidad de
fluorescencia que emiten, segun los parametros que le indiquemos a la
maquina, ademas se pueden marcar las células deseadas con anticuerpos
monoclonales con una tincidn fluorescente y seleccionarlas de modo similar a
como se hace con el procedimiento previo, usando, esta vez, la caracteristica

de la fluorescencia.

Métodos mas agresivos, que permiten obtener mayor cantidad de células que
la simple centrifugacion, incluyen tratamientos enzimaticos con colagenasas

para liberar las células del tejido y recogerlas posteriormente mediante lavado y
119



centrifugacion. Procedimiento este que permite obtener células no solo de
médula ésea, sino también de otros tejidos sdélidos, como el hueso, grasa o
cartilago. Algunos autores han apuntado que las células obtenidas por estos
procedimientos son de similares caracteristicas a las obtenidas por otros
medios. Thomas et al [ han observado que las células obtenidas por
métodos enzimaticos muestran mas actividad metabdlica, mas expresion de
proteinas intracelulares y mayor produccion de calcio que las obtenidas por

aspirado y centrifugacion.

1.7.6 Expansion y cultivo

Una de las cualidades de las células troncales es su capacidad para proliferar
de forma casi ilimitada, las CSM pueden dividirse casi una veintena de ciclos
sin perder su capacidad de diferenciarse. En dos o tres semanas se puede
conseguir una expansion de hasta un millar de veces. La expansién va
produciendo un envejecimiento gradual de las células que puede acabar en
apoptosis tras un numero suficiente de ciclos. Con procedimientos especiales
con implantacion mediante retrovirus de genes humanos de telomerasa se han
conseguido hasta 260 pases sin que se pierda la capacidad de diferenciacion.
Hay que tener en cuenta, sin embargo, que los cultivos prolongados pueden
favorecer la mutacion tumoral. Otros riesgos a tener en cuenta cuando se pasa
del laboratorio a la practica en humanos son la transmision de enfermedades

por los sueros de cultivo y las reacciones inmunoldgicas.

Clasicamente se han cultivado las células en monocapas dentro de discos o

frascos de poliestireno tratados especialmente para mejorar la adherencia de
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vidrio, formando monocapas. Las condiciones de cultivos requieren una
temperatura de 37° con una humedad relativa del 95%. El medio de cultivo se
cambia a los tres dias generalmente y las células se tratan con tripsina y se
cambian a nuevos frascos cuando alcanzan la confluencia.

Los sistemas tridimensionales son mas caros y la proliferacion es mas lenta y
menos homogénea, sin embargo, la distribucion de nutrientes, la eliminacion de
deshechos es mejor. Las matrices que se ha empleado como andamiaje han

sido el alginato, el colageno, la fibrina, el acido hialurénico y el chitosan.

1.7.7 Inductores de la proliferacién

Para intentar acelerar la expansion celular se ha empleado incluso bajas dosis
de radiacién laser. Es mas corriente, sin embargo, emplear FGF (Fibroblast
Growth Factor), que, a parte de inducir mitosis, aumenta la expresion de 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 o

también TGF-b1.

El factor inhibidor de leucemia (LIF), los distintos 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.
El FGF2 inhibe la diferenciacién de las CSM, prolongando su viabilidad en los

cultivos.

1.7.8 Morfologia y comportamiento de las CSM
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Morfolégicamente las CSM obtenidas de la médula 0sea tienen un aspecto
similar a fibroblastos y son dificiles de diferenciar del resto de células de un
aspirado medular. Las células estromales de la médula son un tipo celular que
muestra una gran plasticidad son, muy parecidas a los pericitos retinales, las
células perivasculares del sistema nervioso central. Se ha propuesto que las
regiones microvasculares, pueden constituir el nicho especifico donde los

progenitores multipotenciales se asientan y perviven en los tejidos adultos.

Las dos principales caracteristicas de las células troncales mesenquimales son
la capacidad de diferenciacion a multiples lineas celulares adultas y la
capacidad de adherencia al plastico, muy util esta ultima en investigacion para
conseguir obtener purificados celulares. Las células de estirpe hematopoyética
no presentan esta cualidad de adherencia, excepto los monocitos, por lo que
pueden ser lavadas de una preparaciéon. Los marcadores de superficie
especificos de células mesenquimales (ya se ha adelantado previamente que
no hay ningun marcador unico patognomonico) y la negatividad para
marcadores especificos de la linea hematopoyética terminan de describir al tipo

de células que nos interesan.

Aunque inicialmente no presentan ninguna caracteristica especifica de ningun
tejido adulto, las CSM son reservorios de células con una finalidad
regeneradora de diversos tejidos, se conoce su trofismo por los tejidos o zonas
lesionados. Estas células pueden diferenciarse hacia osteoblastos, condorcitos,
miocitos, adipocitos, tenocitos y posiblemente, también células de estirpe

neural.
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En condiciones experimentales en sistemas cerrados en camaras de difusion
se observo como las células trasplantadas producian una variedad de tejidos
conjuntivos, desde tejido fibroso a cartilago, hueso o adipocitos, esta
observacion fue la que permitié a los primeros investigadores deducir que todos
los tejidos mencionados derivan de un progenitor comun pluripotencial. En un
sistema abierto como los experimentos con CSM implantadas bajo la capsula
renal se han desarrollado osiculos quiméricos en los que las células huésped

proveen la estructura y las donantes aportan la hematopoyesis.

Las condiciones de cultivo, y el tiempo de este influyen de forma sutil en el
producto final que se va a conseguir tras un cultivo de células mesenquimales,
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.

Con la utilizacion de marcadores especificos se han podido conocer mejor las
verdaderas células troncales estromales, una poblacién 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 mas antiguos.

1.7.9 Comportamiento de las CSM in vitro
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Gracias a los estudios in vitro se van poco a poco afinando los mecanismos
que rigen la diferenciacion hacia distintas lineas celulares. La capacidad de
diferenciarse a osteoblastos, condrocitos o tejido adiposo depende de sefales
moleculares concretas. La secrecion de Wnts favorece diferenciacion
osteogénica, la falta de expresion de la telomerasa favorece la expansion

celular, inhibiendo la diferenciacion.

Seria ideal, para la aplicacion clinica, obtener una gran cantidad de células
progenitoras y poder implantarlas en un solo procedimiento, con los aspirados
de médula 6sea esto es poco factible, debido a la baja densidad de CSM del
total de células adherentes (0,001-0,01% o, aproximadamente, 1 CSM por 105
células estromales adherentes), lo cual obliga a tiempos de cultivo de dias para

conseguir cantidades suficientes.

A partir de grasa subcutanea se pueden obtener células con menor dolor que
de cresta iliaca, y obtener mayor cantidad, aproximadamente 4 x 10’
células/100 cm? de los aspirados grasos frente a 1 x 10° 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 disminuye o elimina los

costes del cultivo [122],

1.8. Biomateriales.

Los biomateriales (BM) se emplean en las técnicas de terapia celular como

estructuras de soporte para los procesos de expansion y para la implantacion
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de células madre en tejidos lesionados. Aportan estructura tridimensional para
las células y permiten también concentrar los factores de crecimiento que se
deben afadir para implementar la funcion y actividad de las células que van a

formar los nuevos tejidos 701711,

1.8.1. Fundamentos de los biomateriales

Los requisitos necesarios que debe cumplir el biomaterial ideal son la
estabilidad estructural, la biodegradacion y la biocompatibilidad.

Desde el punto de vista estructural, el biomaterial debe ser capaz de soportar
las cargas mecanicas del tejido en el que se introduce hasta que haya cumplido
su funcion "2 ademas debe tener una estructura microporosa que permita a
las células sobrevivir e interactuar entre ellas y con el resto del tejido.

Los biomateriales deben poder degradarse una vez cumplida su funcion de
manera lo menos lesiva para el tejido y para las células que vehicula, debe
ocurrir esta degradaciéon con una minima o nula respuesta inflamatoria por
parte del huésped. Los polimeros, por ejemplo, se degradan mediante hidrolisis
pasiva, produciendo monomeros acidos. Esta degradacién dependera, no solo
del tipo de material y su volumen, sino también del tejido en el que se ha
implantado, de la calidad del proceso de fabricacion 73],

La biocompatibilidad del BM implica que no producira una respuesta inmune ni
de cuerpo extrafio que interfiera con el proceso de integracion en el tejido y
debe suplir las funciones de la matriz extracelular nativa con la mayor precision,

ya que esto es fundamental para la correcta diferenciacion de las células ['74],
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1.8.2. Caracteristicas de los biomateriales

Los BM que se emplean en terapia celular pueden ser metales, ceramicas,
materiales naturales o polimeros sintéticos. En algunas situaciones puede
interesar combinar dos biomateriales, por ejemplo, ceramicas o materiales
naturales con polimeros sintéticos ['"%. de este modo combinamos propiedades
de los distintos materiales que pueden ser interesantes para favorecer la

formacion de la matriz extracelular 176 1771,

Dentro de los materiales naturales, el colageno tiene muchas aplicaciones
dentro de las terapias celulares, es biocompatible, se degrada por lisosomas
con una minima respuesta inflamatoria, produce poca respuesta autoinmune y
tiene zonas cargadas eléctricamente muy apropiadas para la adhesion de las
células troncales, lo que le convierte en un buen elemento estructural para
empleo en situaciones en las que no sea preciso soportar cargas mecanicas,

como ocurriria, por ejemplo en los huesos de carga ['78l.

El alginato es otro BM aprobado por la FDA para su empleo en terapia celular,
presenta algunas limitaciones comparado con el colageno, pero también
presenta una buena biocompatibilidad. Esta compuesto por polisacaridos, a
diferencia del colageno no presenta dominios reconocedores y el grado de la

estructura mecanica es limitado.

Las queratinas extraidas a partir de fibras del cabello humano han llegado a ser
un prometedor BM para la terapia celular gracias a su gran biocompatibilidad,

su facilidad de extraccion en solucion y poseer sitios de reconocimiento
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molecular donde las células se pueden integrar con facilidad ['7°l.

Otros materiales naturales son los obtenidos de la submucosa intestinal porcina
(SIS) y de la vejiga (BSM) se ha empleado en la formacion de tejido de vejiga,
fascias, uretra, vasos, cartilagos y huesos ['73. Estos materiales han mostrado
ser biocompatibles y poseen capacidad de inducir la proliferacion celular.

Los polimeros sintéticos son atractivos por su disponibilidad, sus cualidades de
degradacion y su consistencia en la produccién. Por contra, sus productos de
degradacion pueden alterar de forma negativa el microambiente local. Los
polimeros mas usados en terapia celular son el acido poliglicolico (PGA) vy el
polilactico (PLA) y copolimeros. Estos productos estan ganando popularidad
por su relativa facilidad de fabricacion, adecuadas propiedades mecanicas y
biodegradacion. Estos materiales ya se estaban usando en suturas y en
farmacos. El poliuretano es otro de los polimeros mas usados como BM en
biomedicina por su durabilidad, elasticidad, resistencia, adaptabilidad y

tolerabilidad [189],

1.8.3. Adaptaciones de los biomateriales para la implantacién

Los BM usados para la terapia celular tienen que ser adaptados, dependiendo
del resultado que se desea para producir cada tipo tisular. El objetivo de la
terapia celular es reparar y reemplazar el dano tisular y restituir su funcion. En
determinadas circunstancias, la inyeccion simple de células es el método
vehicular mas sencillo y menos lesivo de implantacion, pero tiene limitaciones
obvias de persistencia de las células y de los factores de crecimiento en el

lugar de implantacién. También se pueden inyectar biomateriales con células y
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factores de crecimiento implantados en ellos de forma liquida, gel o hidrogel.
Para hacer mas biocompatibles los BM se pueden modificar sus caracteristicas
fisicas y/o quimicas previamente a su implantacion. Los procedimientos
quimicos tales como la oxidacion, hidrdlisis y queratinizacion, cambian la

composicion superficial y modifican el comportamiento de los BM [181.182]

Anadiendo moléculas bioactivas como enzimas, proteinas, secuencias
peptidicas y antibioticos aumentamos las funciones a los materiales. Modificar
la superficie de los BM consigue mejorar la especificidad de afinidad y el control
de la motilidad. Moléculas bioactivas como citocinas y factores de crecimiento
son potentes reguladores de la funcion biolégica como la migracion,
proliferacion y diferenciacion celular. Incorporar estas moléculas dentro de los

BM es otro de los avances de la terapia celular [83],

El BM ideal seria aquel que integrara las mejores propiedades mecanicas con
las mejores cualidades bioldgicas vy fisiologicas, de esta necesidad han surgido
las combinaciones de productos. Légicamente, el objetivo cambia segun el
tejido a imitar, en este punto, a nivel del disco intervertebral, es basico conocer
su estructura interna, para reproducirla fielmente, no solo desde el punto de

vista fisico, sino también quimico.

Se ha empleado, por ejemplo, el cultivo de condrocitos suspendidos en alginato
calcico para implantes en torno al esfinter uretral en los casos de incontinencia
por insuficiencia de este, con la intencion de producir un efecto masa (bulking)

que mejore la continencia, en lugar del Cotigen que se usaba habitualmente
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con la misma finalidad y que obligaba a inyecciones periddicas, a veces en
menos de tres meses ['8. Posteriores desarrollos, todavia por materializar en
la practica clinica habitual van mas en la linea de regenerar el propio esfinter
mediante la formacion de nuevos miocitos.

En el campo de la traumatologia se han utilizado cultivos de condrocitos para la
reparacion de defectos en el cartilago hialino de articulaciones de carga
vehiculados por distintos soportes para fijarlos a la zona a reparar después de
una preparacion adecuada del lecho de implantacion, los resultados han sido
variables, y se sigue buscando la forma mas idonea de conseguir mantener in
situ las células y favorecer su diferenciacion para la formacion de tejido condral
organizado y no fibrocartilago, como ocurre cuando se produce una
cicatrizacion por medios naturales o tras procedimientos quirurgicos clasicos

como las perforaciones oseas [
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2. HIPOTESIS DE TRABAJO

¢ Existen células madre en el nucleo pulposo de discos intervertebrales sanos,

comparables a las de la médula 6sea?

¢Son las células madres del disco intervertebral sano similares a las del disco
degenerativo en su capacidad de diferenciacion y de expresion de

marcadores?

131



OBJETIVOS

132



3. OBJETIVOS

Para responder a la hipotesis nos plantemos los siguientes objetivos.

3.1 General: ldentificar en pacientes con discos intervertebrales sanos la

presencia de células multipotenciales segun los criterios de la ISCT.

3.2 Especificos:

1. Aislar células con caracteristicas de CSM a partir de muestras de NP
lumbar sano.

2. Tipificar estas células mesenquimales halladas.

3. Valorar y definir su capacidad de diferenciacion.

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

5. Comparar los resultados con los obtenidos en discos patoldgicos en

otros estudios.
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4. MATERIAL Y METODOS

4.1 Diseino

Se realizo el estudio en un grupo de 16 pacientes sometidos a cirugia vertebral
por deformidad vertebral (escoliosis idiopatica del adolescente), obteniendo,
previo consentimiento informado, el material extraido de un disco intervertebral
que normalmente se desecha, asi como 5-10 ml de aspirado de la MO de la
cresta iliaca. Las muestras se procesaron por procedimientos estandar
establecidos para la obtencion de CSM, como nuestro grupo ha publicado
previamente 22, El material discal fue disociado mecanica y enzimaticamente y
posteriormente cultivado en medio estandar DMEM, con 10% de suero bovino
fetal y al mismo tiempo se obtuvieron, procedentes del aspirado de médula
0sea, células mononucleada tras centrifugacion en gradiente de densidad y
posterior cultivo con el mismo medio antes mencionado. Se evalu6 la
capacidad proliferativa in vitro de las CSM de ambos origenes. Tras tres pases
en cultivo las MSC obtenidas de ambas fuentes fueron procesadas para su
analisis morfolégico e inmunofenotipico y se comprob6 la capacidad de

diferenciacion multilineal (adipocito, osteoblasto) en ambos casos (Figura 41).
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Figura 40. Disefo del estudio

4.2 Sujetos de estudio

Los pacientes incluidos en el estudio tenian edades comprendidas entre los 12
y los 35 anos. Todos ellos fueron sometidos a cirugia para corregir una
Escoliosis Idiopatica. Los procedimientos quirurgicos se realizaron tanto en el
Hospital Universitario Fundacion de Alcorcon como en el Complejo Asistencial
Universitario de Salamanca. El procesamiento posterior de las muestras se
realiz6 en el laboratorio de Terapia Celular del Complejo Asistencial

Universitario de Salamanca. A todos los pacientes se les realizd una correccién
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de la deformidad con una artrodesis vertebral instrumentada con aporte de auto
y aloinjerto segun el procedimiento estandar para esta patologia. Se recogieron
datos biodemograficos y clinico-radiolégicos como edad, sexo, indicacion
quirurgica, niveles fusionados y nivel de obtencidon de la muestra. Todos los
discos de los que se obtuvo una muestra habian sido valorados mediante RMN
segun la escala de Pfirrman modificada por Griffith para comprobar que se

trataba de discos radiolégicamente sanos ['8! (Figura 42).

Figura 41. Morfologia de los discos segun la clasificacion en RMN

Se excluyeron pacientes con cirugia previa, donantes de MO, pacientes que
hubieran recibido quimio o radioterapia, padecido leucemia, discrasia
sanguinea, patologia traumatica aguda, fractura pélvica, procesos tumorales
activos, tratamientos con corticoides o alcoholismo. Todos los procedimientos,

se hicieron bajo aprobacion de los Comités Eticos de Investigaciéon Clinica
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(CEIC) de los hospitales participantes y de acuerdo con la Declaracion de
Helsinki de 1975, revisada en 2000.

La mediana de edad fue de 15.5 afios (rango, 12-35) y la relacion
mujer/hombre fue 12/4. En la tabla siguiente se resumen los niveles
intervenidos y se indican los dos casos en los que no se consiguio cultivar las

muestras obtenidas (Tabla 1).
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Tabla 1. Datos recogidos de los pacientes intervenidos
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4.3 Desarrollo técnico

Gracias a trabajos previos del grupo en los que se habian analizado discos
patolégicos se tenian las bases del procedimiento de obtencion, conservacion,
traslado y procesamiento de las muestras, ya establecidas. Se procedio a

aplicar el procedimiento a nuestra serie de casos consecutivos.

1- Técnica quirurgica:

Coordinados con el servicio de hematologia y el transporte, se programan los
pacientes, para realizar un procedimiento quirurgico por dia. (Figura 43), con el
paciente en decubito prono, bajo anestesia general y control de radioscopia, se
realizo, en todos los casos un abordaje por via posterior entre los niveles a

artrodesar.

A\ )

Figura 42. Intervencién quirurgica

Se extrajeron 5-10 ml de médula Osea mediante un trocar de manera

percutanea de la cresta iliaca posterior de forma unilateral y se repartieron en
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dos tubos por paciente heparinizados. Se extrajo un unico disco por paciente
conservado en un bote con medio RPMI (medio Roswell Park Memorial
Institute) (Figura 44). Todo debidamente identificado, conservado en nevera
entre 4-8° hasta su llegada al laboratorio, entre 12-24 horas tras la cirugia,

donde fueron procesadas como se resume mas adelante.

Figura 43. Extraccion de Médula 6sea de cresta iliaca posterior

2- Transporte de muestras:

Cada dia de cirugia, las muestras fueron transportadas desde el quir6fano al

laboratorio, manteniendo la temperatura 6ptima y con la correcta identificacion

de las muestras mediante numeros, cumpliendo la ley de proteccion de datos.

4.4 Obtencién de células mesenquimales

4.4 1. Aislamiento de CSM en NP
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La muestra del nucleo pulposo se disocié mecanicamente en la campana de
flujo laminar y posteriormente fue digerida en presencia de una solucion con
0,02% de colagenasa, durante 1 hora en agitacion a 37°C, con 5% de COo.
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 similares 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, se realiz6 una tripsinizacion y las células fueron subcultivadas

hasta una densidad de 5x103 células/cm?.

Aislamiento y expansion

Las células mononucleares (CMN) se plantaron a una concentracién 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 atmosfera con 5% de CO.. El medio se recambid 2
veces por semana. Tras alcanzar las células adherentes una confluencia mayor
del 80% de la superficie de la placa de cultivo, se procedid 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 retird el medio de expansién, se lavo con PBS y posteriormente se
afadio la tripsina (Gibco BRL, Paisley, Reino Unido) dejandola actuar de 6 a 8
minutos en el incubador a 37°C. A continuacion, se anadié medio con DMEM y
10% de SBF para neutralizar la accion toxica de la tripsina, se recogio la

suspension celular obtenida y se centrifugé durante 10 minutos a 1200 rpm,
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decantandose el sobrenadante y procediendo a contar las células resultantes,
para 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 se ha conseguido que la pureza del
cultivo de CSM supere 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 hasta 10%/cm?) en el mismo medio y en las mismas condiciones
de las especificadas para las obtenidas de nucleo pulposo, hasta alcanzar

también 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 centrifugacién en gradiente de densidad (Figura 45).

Para ello se diluyo la muestra en medio Hanks (Gibco, Invitrogen) hasta tener
un volumen de 12 ml y se homogeneizé. Esta dilucion se afiadio 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
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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.

_—

@U@

| CMN

Centrifugacion

Vv

Figura 44. Separacion de células mononucleadas por gradiente de densidad.
A) Muestra de MO. B) Dilucion 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
superdo el 75% de la superficie, tras tripsinizacién, las células fueron
subcultivadas a una densidad de 5x10% células/cm?. Durante la expansion in
vitro hasta el tercer pase, se evaluaron las caracteristicas morfologicas de las
células. Tras alcanzar el tercer pase se procedié al analisis inmunofenotipico y

diferenciacion.
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4.4.3 Inmunofenotipo 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 ['5'l. Posteriormente, 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 citometro de
fluop 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

Todos los anticuerpos monoclonales empleados se obtuvieron de BOB (San
José, Estados Unidos), salvo el C0105-FITC, que se adquiri6 a InmunoStep
(Salamanca, Espafa). 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
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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 M3EZ  Mouse IgGa. K 101JL
CD30 FITC SE10 Mouse IgG,, K 2L

CD1035 FITC 2H6F11 Mouse IgG,, 101JL
CD73 FE AD2 Mouse IgG,, K 101JL
CD106 PE 51-10C%  Mouse IgG,, K 101IL
CD166 PE 3A6 Muouse IgG, K 101JL
CD45 PE-Cy5 HI30 Mouse IgG,, K 101JL
HLA-DR PerCP Cy5.5 L243  Mouse IgG23, K 101JL
CD19 APC HIB19  Mouse IgGL K 1L

CD34 _ APC _ 581 . Mouse IpG, K | 310

Tabla 2. Anticuerpos monoclonales utilizados para el estudio del
inmunofenotipo de las células mesenquimales

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 calculé el cociente entre de la

intensidad media de fluorescencia (MFI, del inglés "Mean Fluorescence
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Intensity) para ese antigeno y la intensidad del control isotipico

correspondiente.

4.4 .4 Diferenciacion multilinaje 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
razén de 5x103 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
hematoxilina durante 2 minutos. Asi se comprobé la diferenciacion osteogénica

mediante tincion con fosfatasa alcalina.

Para la diferenciacién a adipocito las muestras se incubaron en el mismo tipo
de placas, pero con medio de diferenciaciéon <<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
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con formaldehido al 3.7% durante 2 minutos. Después se afadio 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 comprobd la diferenciacion mediante tincion de rojo al

aceite (Oil-Red), como se ha publicado previamente 221,

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 como control de la
diferenciacion a adipocito y osteocito. Todas las muestras se lavaron y
prepararon para su visualizacion en el microscopio Optico. Se utilizé un
microscopio Olympus BX41 utilizando el programa Micro DP70 controller and

manager software pack.

4.4.5 Estudio genético

Puesto que las células maduras del nucleo pulposo son similares a condrocitos,
se seleccionaron varios marcadores genéticos de diferenciacion condrogénica
para evaluar, a nivel molecular, posibles ligeras diferencias en la capacidad
condrogénica entre las células troncales mesenquimales del nucleo pulposo y
las de la médula ésea, y comprobar si las CSM-NP pueden presentar un estado
de “prediferenciacion condrogénica” o no, comparadas con las CSM-MO. Para
el analisis molecular se obtuvo RNA tanto de disco intervertebral como de
médula Osea empleando TriPure isolation reagent (Roche Diagnostics;
Mainheim, Alemania). La transcripcion inversa se realiz6 empleando el kit High

Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems, Foster City,
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California) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. La cuantificacién de
los diferentes genes se realiz6 utilizando el Step One Plus Real Time PCR
System y Tag Man Gene Expression Assays (Applied Biosystems, Foster City,
California). Se emplearon los genes ABL-1 como control, ACAN-Agrecano,
COL1A1- Colageno tipo I, COL2A1- Colageno tipo Il, COMP (Cartilague

oximeric matrix protein), SOX6 y SOX9.

4.4.6 Recogida y analisis de datos

La recogida de los datos a partir los cultivos valoré la presencia celular. Se
identificaron las células mediante inmunofenotipo por citometria de flujo,
analizando marcadores celulares para CSM. Se analizaron la capacidad de

diferenciacion osteogénica y adipogénica de las células obtenidas.

4.4.7 Analisis de las 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 dicho
intervalo, ademas de evaluar las caracteristicas morfolégicas de las células
durante la expansion. Después de realizar el tercer pase, se procedio al

analisis inmunofenotipico y al estudio de diferenciacion.

Aislamiento de CSM en MO:
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Durante la expansion in vitro hasta el tercer pase, se cuantifico el tiempo hasta
alcanzar la confluencia y el numero de células obtenidas durante dicho
intervalo, ademas de evaluar las caracteristicas morfologicas de las células
durante la expansion. Tras alcanzar el tercer pase, se procedio igualmente al

analisis inmunofenotipico y al estudio de diferenciacion.

Se evaluaron las capacidades proliferativas in vitro de las CSM de ambos
origenes. Después de 3 pases en cultivo las CSM obtenidas de ambas fuentes

se procesaron para su analisis morfolégico e inmunofenotipico.

Inmunofenotipo por citometria de flujo

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

GATE, de Becton-Dickinson.

Diferenciacion multilineal de CSM

Se analizdé su capacidad de diferenciacién y se comprobo6 la capacidad de

diferenciacion multilineal (adipocito, osteoblasto) en ambos casos.

Para el analisis 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
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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 el programa informatico DP Controller.

Analisis Estadistico

Se utilizé la version 15.0 del SPSS (Chicago IL) para el analisis estadistico.
Para cada variable, mediana, rango o media se calcularon + dos desviaciones
estandar. Para explorar las diferencias de cualquier variable entre CSM de
disco intervertebral y CSM de médula 6sea se utilizé 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 utilizd el
Wilcoxon signed-rank test. Las diferencias encontradas se consideraron

significativas para una p < 0.05.

4.4.8 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-radiologicos de los pacientes, clasificando la degeneracion
discal, programando la cirugia y su posterior realizacién. En al acto quirurgico,
se extrajo el disco intervertebral sano y 5-10 ml de MO necesarios para la

comparacion de células mesenquimales.
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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 recibié las muestras y, mediante un proceso
mecanico y enzimatico complejo, se aislaron las células mesenquimales que
posteriormente se cultivaron, estudiando la capacidad de diferenciacion de
estas.

Tercera fase:

En la que se incluye, el analisis estadistico de resultados, creacion de tablas e

imagenes, comparacion de resultados y presentacion de las 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 obtuvieron células
mesenquimales de ambas fuentes, se procesaron en la Unidad de Terapia
Celular del Hospital Universitario de Salamanca. En dos casos no se consigui6
cultivar células de las muestras obtenidas, probablemente por algun fallo en la
cadena de transporte y conservacion. En todos los casos restantes las células
MSC de disco intervertebral y las de médula ésea 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 exhibian la caracteristica
forma de huso en el cultivo, aunque las primeras eran ligeramente mas
pequeias. A continuacion, se muestra una imagen (Figura 46) del cultivo inicial

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

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

Figura 45: Morfologia de las CSM del disco 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
diferenciacién 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 nucleos pulposos lumbares degenerativos
[22]_

A continuacion, se muestra una imagen de la diferenciacién adipocitica de

células procedentes de disco intervertebral y médula 6sea, de uno de los
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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 46: Diferenciacion adipocitica de células procedentes de disco
intervertebral y médula 6sea

5.4 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 ['7l. EI marcador de células NP

maduras CD24 2% 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 47. Marcadores inmunofenotipicos de CSM en NP de DIV.
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Figura 48. Marcadores inmunofenotipicos de CSM en MO.

5.5 Estudio genético

No se encontraron diferencias significativas entre las células del nucleo pulposo
y las obtenidas de médula ésea en cuanto a la expresion genética para
Agrecano, Colageno tipo Il, COMP, SOX6 y SOX9. Sin embargo, se encontré

una significativa menor expresién del Colageno tipo | en las CSM de disco
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6. DISCUSION

La patologia osteoarticular es una causa importante de dolor crénico y
limitacion funcional en la poblacion mundial en general. Debido a su alta
incidencia, les supone a las sociedades del primer mundo una importante carga
en forma de absentismo laboral y gasto sanitario. De todas estas
enfermedades, se estima que solo la artrosis es responsable del 50% de las
enfermedades crénicas en la poblacion envejecida, superior a las patologias
cardiopulmonares y los tumores malignos. Es verdad que la repercusion
mediatica que tienen los dolores mecanicos no va a ser nunca la misma que la
de las patologias potencialmente mortales, pero no es menos verdad que el
consumo de recursos en forma de asistencia médica, asistencia social,
pérdidas de coste-oportunidad, cargas familiares y cargas sociales de las
enfermedades degenerativas del aparato locomotor convierten a este grupo de
patologias en un enemigo de primera magnitud para las sociedades
desarrolladas. En los proximos afos se espera que su incidencia sea aun
mayor, debido, en parte al aumento de la esperanza de vida de la poblacién y
en otra parte a la disminucibn de la incapacidad debida a las otras
enfermedades para las que si se dedica una gran inversion en investigacion y
tratamientos. En Estados Unidos en el 2015, la artrosis afectaba a 91.2
millones de personas, si contamos muestreos que incluyan todos los pacientes
con algun dolor articular y algun cambio degenerativo, independientemente del

grado de limitacién funcional.

En el pasado se le ha dado una gran importancia a factores como los

traumatismos, los microtraumatismos repetitivos, los habitos de vida
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perjudiciales como el tabaquismo y el sobrepeso. Sin negar que tengan su
influencia en la génesis del problema, sabemos ahora que la vision,
fundamentalmente mecanicista, del problema degenerativo, solo explica un
pequefio porcentaje de la realidad. Es verdad que los factores externos han
sido, hasta ahora, los mas faciles de modificar con intencion profilactica o
terapéutica. Hoy, sin embargo, estamos dirigiendo nuestros esfuerzos a
conocer el funcionamiento biologico a nivel celular y molecular de las
estructuras que forman la unidad funcional de la columna vertebral, sabemos
que la constitucién genética de cada individuo va a ser determinante para el
desarrollo de una degeneracion de dicha unidad funcional. Necesitamos, por
tanto, conocer el modo en que la genética participa en la degeneracion, y

corregirla.

Datos de un estudio realizado en Estados Unidos, aporta que la mayoria de los
adultos experimentaran dolor lumbar durante sus vidas ['81. Seguin la Encuesta
Nacional de Atencion Médica Ambulatoria, en este estudio, se estimé que hubo
42,4 millones de visitas al médico de atencidén primaria por dolor de espalda
entre 2003 y 2004 181, Aunque el dolor lumbar agudo tiene una incidencia en
torno al 80% de la poblacion a lo largo de toda una vida, su cronificacion es
mas rara, afectando solo al 5-10% de la poblacién general ['®7]. En la situacion
de lumbalgia aguda lo mas probable, en un 85% de casos, es no ser capaz de
diagnosticar la causa del dolor de forma fehaciente. Incluso en los casos
cronicos, es muy dificil en ocasiones, atribuir el origen del dolor a una u otra

estructura basandonos solo en las pruebas de imagen y la exploracién [89],
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Sabemos que, a partir de cierto momento de la vida, a veces incluso antes de
lo que imaginamos, empiezan a aparecer cambios en las pruebas de imagen
que consideramos “degenerativos” sin que, por ello, el individuo tenga
sintomas, es por ello evidente que hay que buscar en el nivel molecular, qué es
lo que hace diferentes unas imagenes de otras cuando queremos entender por
qué unos individuos tienen sintomas y otros no.

Sabemos también que los polimorfismos genéticos de diferentes receptores
neuronales para mediadores del dolor pueden influir en la percepcion individual
del mismo vy, por tanto, en el grado de limitacién funcional y en el grado de

demanda de asistencia de los pacientes %,

6.1 Terapia celular

La finalidad de las CSM es diferenciarse a células maduras condrales,
adipociticas u osteoblastos para participar en la regeneracion tisular ['° ya en
1998 Johnstone, y posteriormente Chamberlain, [125130 describieron esta
cualidad. Inicialmente se buscaban y obtenian este tipo de células de diversos
tejidos embrionarios. Actualmente las mas utilizadas son las adultas ya que
desde un punto de vista biolégico son mas estables que las embrionarias y
ademas no generan discusiones éticas. De los donantes adultos podemos
conseguir CSM de tejido adiposo, médula 6sea, sinovial y periostio, entre otros.
Las que tienen mayor capacidad de diferenciacion condrogénica son las
obtenidas a partir de sinovial y médula 6sea ['92,

Otra alternativa consiste en obtener células IPS (del inglés: Induced Pluripotent

Stem cells) descritas por Takahashi y Yamanaka ['® en 2006 a partir de
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células de ratones y en 2007 a partir de células humanas. Estas células son de
origen adulto, pero son desdiferenciadas hasta un estadio “embrionario”
mediante la implantacién en fibroblastos de retrovirus que vehiculizan e
inducen la expresidn de varios genes exdogenos como Oct4, Sox2, c-Myc y Klf4
capaces de desdiferenciar a los fibroblastos “infectados”. El objetivo es obtener
células con wuna estabilidad de adultas, pero una potencialidad de

indiferenciadas.

Las técnicas actuales de trasplante de condrocitos, con cultivo entre medias,
para reparar lesiones condrales en articulaciones de carga, estan dando unos
resultados relativamente pobres y, aunque se sigue trabajando para mejorar la
metodologia con la esperanza de desarrollar técnicas realmente utiles a nivel
clinico, lo cierto es que el “envejecimiento” del ADN de las células diferenciadas

es una limitacién importante que no presentan las CSM [194],

La médula 6sea proporciona una fuente accesible, sencilla y relativamente
barata de obtencion de CSM que se pueden expandir y diferenciar con relativa
facilidad. Obliga, sin embargo, a una puncion moderadamente dolorosa y a un

cierto entrenamiento para la obtencion de la muestra [195.19],

No todas las fuentes que se han mencionado previamente de las que se
pueden obtener CSM proporcionan material de similares caracteristicas. Se ha
visto en este trabajo, y se sabe por otros estudios, que la capacidad de
diferenciacion de las células troncales varia en funcion del origen, se puede

decir que estan, en cierto modo, predefinidas. La médula ésea es una buena
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fuente para obtener células que se van a diferenciar hacia estirpe 6sea y

también cartilaginosa [197:1981

Para trabajos de terapia celular sobre el disco intervertebral, en la mayoria de
los estudios las células proceden de otros tejidos tales como la médula ésea, el

tejido adiposo y el tejido sinovial [199-200],

Es tentador buscar la forma de resolver todas las patologias que impliquen una
lesion tisular y una necesidad de regeneracion, mas alla de la simple
reparacion cicatricial, a partir de la ingenieria de tejidos. El avance futuro en
este campo va a ser inmenso, pero es preciso antes sentar unos fundamentos
nosologicos solidos, contrastados y que permitan controlar, si no eliminar,
todas las posibles desviaciones indeseables de cualquier actuacion
modificadora sobre el genoma de las células, su capacidad de diferenciacion y
su capacidad inmunoreguladora, que al final es lo que esta ocurriendo cuando
empleamos términos tan sugerentes como “ingenieria de tejidos” o “terapia
celular”. Son, por tanto, los estudios como este que presentamos, encaminados
a identificar, describir y caracterizar las poblaciones de progenitores celulares,
en este caso del disco intervertebral, la base sobre la que se fundamente en un

futuro la terapia en si. 291,

Conocer estas ceélulas, su comportamiento, es lo que ha permitido su empleo

en patologias como la Enfermedad del Injerto Contra el Huésped (ICH) o la

mejora del rendimiento de los trasplantes hematopoyéticos [202-207],
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Sabemos por trabajos previos que existen células troncales mesenquimales en
el nucleo pulposo de discos lumbares degenerados 2. En este trabajo
pretendemos confirmar la presencia como residentes habituales de las CSM en
el Nucleo Pulposo, incluso aunque este no se encuentre degenerado. Para ello
hemos realizado un tipico examen comparativo, hemos comparado células
troncales procedentes de discos sanos, las cuales son el objeto de nuestro
estudio, y las procedentes de la MO en pacientes intervenidos de cirugia
raquidea. Las muestras de médula ésea son una de las fuentes de células
progenitoras mas conocidas, mejor caracterizadas y mas empleadas ['951%I, | g
cirugia de escoliosis idiopatica del adolescente es un procedimiento
relativamente frecuente que pretende corregir deformidades vertebrales que
superan un cierto grado de rotacidn e inclinacién, como se ha descrito a lo
largo del trabajo. El interés de este tipo de patologia es que el procedimiento
quirurgico nos permite acceder a discos lumbares sanos radiolégicamente,
previa comprobacion con RMN segun unos criterios preestablecidos. La
obtencion de una muestra de un tejido es un procedimiento cruento, y si este
tejido es sano, es dificil encontrar justificacion desde el punto de vista ético
para el procedimiento. En el caso de la escoliosis, la indicacion de la cirugia es
la deformidad, no la patologia discal, pero dichos discos quedan englobados en
la instrumentacion y anulada, por tanto, su funcién, por lo que no se esta
produciendo al paciente ninguna agresion adicional a la hora de obtener
muestras de dichos discos.

El primer ingrediente para la ingenieria tisular, las CSM, fueron obtenidas,

aisladas y expandidas en nuestro trabajo, se constatdé su capacidad de
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diferenciacion hacia las lineas adipogénica y osteogénica y se han analizado
fenotipica y genéticamente.

El segundo ingrediente es el microambiente, en forma de moléculas inductoras
de divisién y diferenciacion. Estas moléculas permiten que los precursores
proliferen y se diferencien para empezar a producir la matriz extracelular ['971,
Histéricamente se empez6 empleando TGF-3 y dexametasona, tal y como hizo
Johnstone (1998) ['3% para inducir la condrogénesis, mejorar el microambiente
tisular y mantener el fenotipo celular. Aunque las CSM pueden, por si solas
generar células adultas y matriz extracelular, la adicion de factores
estimulantes amplifica el proceso [?%8l. Dentro de la familia de las BMPs, se ha
visto que, sobre todo BMP-2, incrementa la condrogénesis y aumenta la
produccion de proteoglicanos, como expresion de la sintesis de matriz
extracelular %, También se conoce la actividad del IGF-1 (factor de
crecimiento insulinico tipo 1) como estimulante de la formacién de cartilago y
hueso, la funcion del factor de crecimiento epidérmico (EGF) sobre fibroblastos
y la funcién del factor de crecimiento fibroblastico (FGF) como estimulante de la

divisiéon de los condrocitos [210],

También se ha visto que el TGF-b3, el factor de crecimiento insulinico tipo 1
(IGF-1), factor de crecimiento fibroblastico 2 (FGF-2) y el factor de crecimiento
derivado de las plaquetas, pueden inducir la diferenciacion de CSM-MO

humanas hacia células de NP 211,

Hay trabajos que también demuestran la capacidad de las células troncales

para regenerar los tejidos, estimuladas unicamente por el microambiente
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lesional, sin necesidad de la adicion de factores de crecimiento 12, El
rendimiento es menor y los elementos que influyen en la estimulacion de la
actividad de las células estan peor identificados. Tiene, sin embargo, cierto
interés la posibilidad de expandir células sin necesidad de emplear productos
xenogénicos para mejor adaptar el trabajo del laboratorio a las

recomendaciones de GMP para aplicacion clinica [213214]

Se ha observado en discos patologicos como aparece tejido fibrocartilaginoso
215 calcificaciones [2'®1 e hipertrofia de nervios y vasos [2'72%8 como
consecuencia de lesiones, traumaticas o degenerativas, lo que hace pensar
que, dentro del santuario avascular y aneural que es el disco intervertebral,
puede haber células con capacidad para generar este tipo de tejidos en

respuesta a estimulos lesionales diversos.

También se ha observado el aumento de la celularidad en el interior de discos
degenerados, lo que solo se podria explicar bien por una migracién desde el
exterior, cosa dificil si tenemos en cuenta la arquitectura en multiples capas del
anillo fibroso, o por una proliferacion de una poblacion de células con

capacidad para ello, es decir, de células progenitoras 219,

En el trabajo de Gruber 2% con ratas de arena se implantaron células troncales
y se comprobd su proliferacidn y actividad dentro de los discos, lo que apoya la
tesis de que las células troncales residentes podrian tener capacidad de
multiplicarse para reparar el disco, ayudando a la regeneracion vy

mantenimiento de la funcién discal.
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En este trabajo hemos podido comprobar que las CSM se pueden aislar de los
DIV. La poblacion de células mononucleares que hemos seleccionado cumple
los requisitos de la ISCT para poder ser consideradas células troncales
mesenquimales, como son la adherencia in vitro a las superficies de plastico, la
morfologia caracteristica y el perfil inmunofenotipico, asi como la capacidad de
diferenciacion hacia diferentes lineas celulares adultas, como la osteogénica y
la condrogénica 2. En nuestro trabajo se comprobd una débil capacidad de
diferenciacién hacia adipocitos en la poblacion de células obtenida, hecho que,
convenientemente analizado, no resta valor a la capacidad multipotencial de las

células del disco intervertebral.

Un punto fuerte de este estudio es que el control con el que hemos comparado
la potencialidad de las células obtenidas de los discos intervertebrales ha sido
la médula 6sea de los mismos individuos, lo que lo hace ideal para eliminar
posibles variabilidades interindividuales a la hora de la interpretacion de los

datos.

Risbud et al 24 fueron capaces de aislar células a partir de fragmentos, tanto
de anillo fibroso como de nucleo pulpos de disco intervertebrales y describieron
una poblacion heterogénea de CSM que fueron positivas para CD105, CD166,
CD63, CD49a, CD90, CD73, CD133 y negativas para CD34. En este caso en
particular, las células se obtuvieron de discos moderadamente degenerados,
sugiriendo la posibilidad de que las células troncales participen de procesos de

regeneracion. Nosotros hemos comprobado también que estas células aisladas
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de discos degenerados comparten caracteristicas con las células aisladas de

Médula Osea [22,

En el articulo de Lui de 2011 se describe la presencia de células troncales en el
platillo vertebral, zona de naturaleza cartilaginosa, estas células, con fenotipo y
morfologia similar a las CSM de Médula Osea, tienen una mayor capacidad
para diferenciarse hacia estirpes osteogénica y condrogénica 221,

Se ha especulado en el pasado con que todas las células multipotenciales
mesenquimales pueden ser originariamente pericitos que, como tales, se
localizan alrededor de los vasos sanguineos en condiciones de normalidad
tisular, a la espera de ser requeridos y migrar hacia alguna localizacion donde
dividirse y diferenciarse 2?2, Esta afirmacion se contradice con los hallazgos de
nuestro trabajo. El disco intervertebral, sobre todo el disco sano, es un tejido
avascular. Nosotros hemos sido capaces de detectar células que cumplen
criterios de CSM en discos intervertebrales sanos. Aunque se puede seguir
debatiendo sobre la naturaleza de las células multipotenciales, el hecho es que,
tanto en este trabajo, como en los articulos de Risbud y Blanco que hemos
citado previamente, se han obtenido células troncales mesenquimales del

interior de los nucleos pulposos de los disco intervertebrales. 12224,

Hay trabajos que han encontrado la presencia de células multipotenciales en el
anillo fibroso de discos intervertebrales en diferentes especies 23 y también en
humanos [??4 y se ha visto su capacidad para diferenciarse hacia adipocitos,
osteoblastos, condrocitos, células neurales y células endoteliales. El hecho de

demostrar que las células multipotenciales residen de forma habitual en discos
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sanos, y no son fruto de una migracion externa en situacion de degeneracion,
abre la via al entendimiento de cdémo funciona, a nivel celular, el disco

intervertebral en condiciones fisiologicas.

Sabemos que la via Wnt puede estar implicada en patologias del raquis en las
que la diferenciacion a adipocito y la sobreexpresion de osteocitos estan
alteradas ??%. Cuando esta via esta activada inhibe la diferenciacion a

adipocito en células multipotenciales in vitro 2?6 ya que impide la induccién de
los factores de transcripcion PPAR y C/EBP 2271,

El mediador Wnt10b actua como inhibidor de la adipogénesis, y debe ser
suprimido in vitro para conseguir diferenciar adipocitos 2282291,

También se esta investigando como la estimulacién de la osteogénesis suprime
la adipogénesis y viceversa 2%l mediante diferentes vias de sefializacion y
mecanismos de oxido-reduccion intracelular, no solo la Wnt, sino también
FOXO, Hh, NELL-1, el factor de crecimiento relacionado con insulina y las

BMPs estan implicadas en la regulacion de la diferenciacion (Figura 50).
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Osteogenesis Adipogenesis

Figura 49. Factores que influyen entre la diferenciacién osteogénica y
adipogeénica.

Anteriormente hemos dejado apuntado el hecho de que las células
multipotenciales que hemos aislado en nuestras muestras presentaban una
mermada capacidad de diferenciacion hacia adipocitos, lo que podria ir en
contra de su clasificacion como CSM. Este hecho ya fue detectado por nuestro
grupo de trabajo al estudiar discos lumbares degenerados ?? y entraba en
discordancia con los hallazgos del trabajo de Risbud. En su momento se
barajaron tres hipotesis. Primeramente, la posibilidad de que ligeras diferencias
en el método de diferenciacion pudieran afectar a los resultados, sabemos, por
ejemplo, que el tratamiento con ATP influye en la expresion de genes que
participan en la diferenciacion a osteoblasto u adipocito por medio de la via Wnt
(2311 en segundo lugar, se barajo la posibilidad de que la fuente de las muestras,
en concreto el grado de degeneracién de los discos en uno y otro estudio,
fueran diferentes, de hecho, los discos del trabajo de Blanco presentaban un

mayor grado de degeneracion radiologica. Esta segunda posibilidad queda
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descartada al haber encontrado la misma disminucion de diferenciacion
adipogénica en los discos sanos. En tercer lugar, cabe la posibilidad de que las
CSM discales, en comparacion con las de MO estén ya, de alguna forma,
predeterminadas hacia la formacién de unos tipos de células adultas
mesenquimales, y no de otros, por razoén de su localizacion, recordemos que,
en el disco intervertebral, tanto en el anillo como en la zona central, no hay

tejido graso.

Ciertamente, las células multipotenciales del disco intervertebral no son
similares al cien por cien a las de la médula ésea. Morfolégicamente son
idénticas. En cuanto a inmunofenotipo son practicamente similares, aunque las
procedentes del nucleo pulposo tienden a expresar menos ciertas moléculas de
adhesion (CD105, CD106 y CD166), hecho que, queremos pensar, esta
relacionado con la posible influencia de la localizacion. No hemos incluido otros
marcadores inmunofenotipicos empleados en otros trabajos, como por ejemplo
el CD146 32 que es un marcador que se expresa en situaciones de auto
renovacion y actualmente no entra dentro de la lista de marcadores
recomendados por la ISCT ' aunque pensamos que podria tener cierto
interés en futuros trabajos. Por ultimo, genéticamente también son
practicamente similares, aunque hemos visto que las células multipotenciales
de nucleo pulposo tienen menor expresion de colageno tipo | que las células de

médula 6sea.

Sabemos por otros trabajos que la influencia del ambiente es fundamental para

modular la expresién de las células, e influye y modifica los parametros

172



medibles de que disponemos para caracterizar estas células, como son la
morfologia, el fenotipo y la funcion 223 de las mismas en los tejidos en los que
se encuentran, incluyendo el ndcleo pulposo 2. Entre las caracteristicas de
este microambiente al que nos referimos se incluyen el pH, los niveles de
glucosa, la osmolaridad, la presion hidrostatica derivada de la carga mecanica

y la expresién de proteasas y citocinas que vamos a ir comentando.

Todavia falta mucho por avanzar en investigacion basica y conocimiento puro
antes de poder dar el paso a la aplicacion practica generalizada de las células
multipotenciales en la degeneracion discal. Precisamente hay que avanzar en
el conocimiento de cdmo el microambiente influye, no solo en la expresion de
las células, sino también en algo tan elemental como es su propia
supervivencia. Sabemos 235236 que hay diferencias a nivel gendmico entre las
células de médula d6sea y de disco. Sabemos que el ambiente discal es
diferente al de la médula 6sea, y el del disco degenerado presenta diferencias
en cuanto a acidez, expresion de citocinas y osmolaridad con respecto al sano
[237.238] Se ha experimentado in vitro con diferentes niveles de glucosa y acidez
para comprobar la capacidad de supervivencia de las células multipotenciales
(2392401 'y como se puede también afectar su capacidad de replicarse
indefinidamente 41, Sabemos que las CSM-MO pueden tolerar durante un
tiempo limitado niveles de glucosa elevados sin alterar su funcionalidad [242.2431,
Sin embargo, la acidez de un disco degenerado es mayor que la de un disco
sano (pH de 6.8-6.2 frente a 7.0-7.2) 244243 debido al consumo de glucosa en
un ambiente anaerobio [246247] esta acidez es un factor determinante de la

apoptosis de CSM-MO.
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El comportamiento celular ante cargas mecanicas en cultivos tridimensionales
ha sido estudiado. Se ha comprobado como determinado rango de presiones
hidrostaticas induce diferenciacion condrogénica 248249, También se ha visto
cdémo aumenta la produccion de matriz extracelular con el aumento de la
presion 2. Tanto en animales 512521 Como en humanos %3254 se ha
comprobado como la compresion ciclica estimula la produccién de genes y

factores implicados en la condrogénesis en CSM-MO.

Las células nativas del disco intervertebral son capaces de amoldarse a los
cambios en la osmolaridad que se producen inevitablemente con los cambios
de presion debidos al propio movimiento 2% esto implica, no solo cambios en
tamafio de las células, sino también cambios en la expresion de los genes de
estas [256-258]_

En el trabajo de Walker et al. de 2010 se experimentaron CSM-MO de ratas a
las que se habia producido una lesion cerebral experimental y se comprobd su
supervivencia en medio hiperosmolar, incluso el balance beneficioso hacia la

produccion de citoquinas antiinflamatorias en vez de proinflamatorias 259,

Esta estudiado como las metaloproteasas forman parte de los mecanismos de
formacion 6sea durante el desarrollo y en la vida adulta y tienen una funcién
también en la condrogénesis, por o que se ha apuntado que podrian tener un
papel en la diferenciaciéon hacia condrocitos de las CSM-MO [260 | g
proliferacion celular y la diferenciacion morfolégica estan influidas por las

interacciones entre las metaloproteasas y sus inhibidores 26, esto afecta a la
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remodelacion de los tejidos y también a la patogénesis de determinadas
enfermedades, desde degenerativas como la artritis, los aneurismas y la
ateromatosis hasta determinados tumores, pero el conocimiento que tenemos
sobre estas interacciones es todavia incompleto 262, A nivel discal pueden
estar asociadas a la discopatia degenerativa %3 y a la diferenciacién de las

CSM [264],

En cuanto a las acciones de las diferentes citoquinas, estamos en el camino de
desentrafar el mapa de las diferentes interacciones entre moléculas. Es
necesario desentrafiar este mapa si queremos controlar, primero
experimentalmente y luego clinicamente, el potencial biologico de las células
multipotenciales.

Se ha comprobado la actividad del TNF-alfa en el nucleo pulposo y en el anillo
fibroso de los discos degenerados 2652661 sabemos su influencia en la
diferenciacién adipocitica, tanto en el disco 2”1 como en las células de médula
O0sea, sabemos también que no interfiere en la supervivencia de dichas células
de forma significativa (268,

De la induccién de la proliferacion parece ser responsable la IL-6, al menos en
médula Osea esta implicada en la comunicacién paracrina entre células

multipotenciales, evitando también la maduracion de estas 1269 270],

Es evidente que los discos intervertebrales, en los que ya hemos demostrado la
existencia de células multipotenciales residentes, degeneran. Resulta obvia la
pregunta de como puede ocurrir esto, 0 para ser mas precisos, en qué

momento, o bajo qué circunstancias las células multipotenciales dejan de ser
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capaces de mantener la estructura discal en condiciones Optimas para
garantizar un buen funcionamiento mecanico.

Podria barajarse la hipétesis del envejecimiento celular, que disminuyera su
capacidad de proliferacion en cantidades suficientes para atender a la
demanda, sin embargo, en nuestros trabajos previos sobre discos
degenerados, las células pudieron ser expandidas hasta tres pases sin
detectarse ninguna deficiencia, seria interesante aumentar el numero de pases
para comprobar la capacidad de las células para proliferar.

Se da la circunstancia de que es, precisamente, el ambiente que se genera
cuando el disco se deteriora lo que mas puede estimular a las células
multipotenciales a proliferar [147.261,

Es relativamente facil obtener células multipotenciales de médula oOsea y
expandirlas, ademas sabemos que en contacto con las células residentes de
nucleo pulposo tiene un efecto paracrino que estimula la expresion de genes
que codifican para colageno tipos I, Il y VI, agrecano y SOX-9, que es un
regulador fundamental para condrogénesis [?71-274 y reciprocamente, se
aumenta la sintesis de ADN y prostaglandinas en las células del nucleo
pulposo 2751

En el trabajo de Strassburg "8 que intenta dilucidar el mecanismo por el que
las células en co-cultivo se comunican, se observo como las células de médula
O0sea evolucionaban hacia fenotipos de células del nucleo mientras favorecian
la regeneracion de células de nucleo pulposo hacia fenotipos “no
degenerativos”, exploraron las posibles vias de comunicacién, como las “gap-
junctions” y las fusiones celulares y la transferencia de componentes de

membrana, bien de forma directa, bien mediante la formacion de
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microvesiculas, y abogaron por este ultimo mecanismo como el principal para
la comunicacion entre ambas poblaciones celulares. Otros trabajos previos
habian indicado la fusion entre células de poblaciones de CSM de médula 6sea
y de nucleo pulposo como mecanismo modificador 2771,

El trabajo de Richardson de 2008 78 sugeria la posibilidad de emplear
estructuras tridimensionales de hidrogel sembradas con CSM de médula ésea
para regenerar discos intervertebrales, basandose en las observaciones de las
células de médula 6sea que adoptaban fenotipos de células de nucleo pulposo
al interaccionar con estas. Igualmente se ha visto esta regulacion en células
multipotenciales de tejido adiposo, que se han diferenciado hacia células de

nucleo pulposo favorecidas por cocultivo con estas 2791,

Existen trabajos experimentales implantando células multipotenciales de
médula 6sea en cerdos, ratones y en conejos con discos sanos que
demuestran su viabilidad durante varios meses y su capacidad de producir
proteoglicanos y de estimular a las células notocordales [200.280.2811  Estos
trabajos ya expresaban dudas sobre si el comportamiento de dichas células en

disco degenerados seria similar al observado en discos sanos.

Es un hecho que el DIV tiene en su interior los mecanismos necesarios para
realizar el mantenimiento de su estructura a lo largo de los afos, en forma de
células con capacidad de dividirse, diferenciarse y madurar hacia células
productoras de MEC. Es légico pensar que este mantenimiento se realiza de

forma continua y constante, probablemente hasta un momento en el que deja
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de ser eficaz. No podemos afirmar qué condiciones se dan para que esto
ocurra, la grandisima variacion entre individuos en cuanto al momento y la
velocidad a la que ocurre la degeneracion discal no ayuda a determinar la
causa. Puede ser un problema en la capacidad intrinseca de las células
residentes que puede estar determinada genéticamente; puede ser un
problema en el resto de estructuras que rodean al disco, como los platillos
vertebrales, el aporte vascular al anillo fibroso o al interior de las propias
vértebras, la densidad mineral 6sea o la musculatura; puede ser la influencia de
factores externos, como los téxicos, o los factores biomecanicos, incluyendo el
tipo de actividad, los traumatismos o microtraumatismos, el sobrepeso,
infecciones subclinicas o algun grado de déficit nutricional. Puede ser,
seguramente, una coalicion de factores ambientales de base sobre los que se
afiaden eventos puntuales que influyen todos ellos sobre unos tejidos

genéticamente predispuestos.
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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 lumbares sanos
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 la posibilidad de aislar CSM:
Queda demostrada la posibilidad de aislar células troncales mesenquimales en

NP de disco intervertebral lumbar sano.

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 diferenciaciéon de estas células:
Queda demostrada la capacidad de diferenciaciéon multilineal hacia osteoblasto

y adipocito de estas células halladas en el NP.
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4. Con respecto a la comparaciéon 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
degenerados:

Los hallazgos descritos sobre las CSM de discos cervicales degenerados
coinciden con los hallazgos descritos previamente para la misma poblacion
celular en discos lumbares degenerados. En discos lumbares sanos, la
capacidad de diferenciacién a adipocito esta disminuida con respecto a los

anteriores.

Estos hallazgos sugieren que es potencialmente posible tratar la degeneracion
del disco intervertebral mediante la terapia celular, bien sea mediante la
infusién 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 particularidades de diferenciacién, como las

descritas previamente.
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9 ANEXOS

9.1 Abreviaturas

AF: Anillo Fibroso.

ACI: Implante de condrocitos autélogos.

ATP: Adenosina Trifosfato.

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

BM: Biomateriales.

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

BSM: Matriz derivada de la submucosa de la vejiga.

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

CFU-F: Unidades formadoras de colonias fibroblasticas (del inglés Fibroblast

Colony-Forming Units).

CM: Células Mesenquimales.

CMN: Células Mononucleadas.

CSM: Célula “Stem” mesenquimal.

CSM-MO: Células “Stem” Mesenquimales de médula ésea.

CSM-NP: Células “Stem” Mesenquimales de nucleo pulposo.

DIV: Disco intervertebral.

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

modified Eagle’s Medium).
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EGF: Factor de crecimiento epidérmico (del inglés Epidermic Growth Factor).
EP: Platillos epifisarios (del inglés End Plates).

FACS: Selector de Células Activas por Fluorescencia (del inglés: Fluorescence
Activated Cell Sorter).

FDA: Agencia de drogas y alimentos (del inglés Food and Drug Administration).
FGF: Factor de crecimiento fibroblastico (del inglés Fibroblast Growth factor).
GAG: Glucosaminoglicanos.

GMP: Normas de correcta fabricacion (del inglés: Good Manufacturing
Practice).

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

HSC: Célula troncal hematopoyética (del inglés Hematopoietic Stem Cell).

IGF: Factor de crecimiento insulinoide (del inglés Insuline Growth Factor).
ISTC: Sociedad internacional de terapia celular (del inglés: International Society
for Cellular Therapy).

IPS: células pluripotenciales inducidas (del inglés: Induced Pluripotencial Stem
cells).

LIF: Factor inhibidor de leucemia (del inglés Leukemia Inhibitory Factor).

MACS: Separacion de células mediante recubrimiento de anticuerpos con
bolas magnéticas (del inglés: Magnetic Antibody-Coated Bead Separation).

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

MEC: Matriz Extracelular.

MIAMI: (del inglés “human marrow isolated adult multilineage inducible cells”).
MMP: Metaloproteinasas.

MO: Médula ésea.

MSC: Células troncales pluripotenciales (del inglés Mesenchymal Stem Cells).

NP: Nucleo pulposo.
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PBS: Tampén fosfato salino o buffer fosfato salino (del inglés: Phosphate
Buffered Saline).

PDGF: Factor de crecimiento derivada de las plaquetas (del inglés Platelet
Derived Growth Factor).

PGA: Acido poliglicélico (del inglés Polyglycolic Acid).

PGC: Proteoglicano.

PLA: Acido polilactico (del inglés Polylactic Acid).

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

RM: Resonancia magnética.

Rx: Radiografia.

SBF: Suero bovino fetal.

SIS: Matrices derivadas de la submucosa intestinal porcina.

SSC: Célula troncal estromal (del inglés Stromal Stem Cell).

TAC: Tomografia axial computerizada.

TGF-B: Factor de crecimiento transformante (del inglés Transforming Growth

Factor).

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

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

UVF: Unidad Vertebral Funcional.

VSEL: (del inglés “very small embryonic-like stem cells”).

Wnts: Mammalian homologues of Drosophila wingless.
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