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Capitulo |

Resumen

La degeneracion del disco intervertebral es una de las principales causas del
dolor lumbar crénico, y los tratamientos actuales se centran en el control de los
sintomas en lugar de en la reparacion tisular. Las terapias celulares, como el
plasma rico en plaquetas (PRP), los condrocitos autélogos y las células madre
mesenquimales (MSC), han surgido como estrategias prometedoras para la
regeneracion discal. En este estudio, quince conejos blancos de Nueva Zelanda
se sometieron a una puncion con aguja guiada por fluoroscopia de los discos
L4-L5 y fueron asignados para recibir PRP solo, PRP-condrocitos o PRP-MSC
ocho semanas después, mientras que el disco L3-L4 sirvi6 como control interno
sano. A las 16 semanas después de la lesion, la puntuacion histologica reveld
mejoras significativas en la integridad anular, la celularidad y la composicion de
la matriz en todos los grupos tratados en comparacién con las lesiones no
tratadas, observandose las mayores ganancias en el grupo de PRP-
condrocitos, efectos intermedios con PRP-MSC y cambios mas modestos con
PRP solo. El andlisis complementario de RT-gPCR de la expresién de COL2A1
y COL10Al1l confirmé una tendencia hacia un fenotipo méas regenerativo,
caracterizado por un aumento de los niveles de COL2A1 y una reduccion de los
de COL10Al, que fue mas pronunciado en el grupo tratado con PRP vy
condrocitos. A pesar de estos avances, ninguna de las intervenciones restaurd
completamente la arquitectura sana del disco, lo que subraya la complejidad de
la reparacion discal. Estos hallazgos respaldan el potencial de combinar PRP
con condrocitos o células madre mesenquimales (CMM) para la regeneraciéon
del disco intervertebral y demuestran la necesidad de optimizar aun mas las
dosis celulares, las formulaciones de PRP y los protocolos de administracion

antes de su aplicacion clinica.



CAPITULO I

2. INTRODUCCION

2.1 Antecedentes Generales

2.1.1 Funcién del disco intervertebral.

El disco intervertebral es una estructura fibrocartilaginosa, cuya funcion principal
es actuar como un amortiguador, trasmitiendo cargas de compresion entre los
cuerpos vertebrales y como una compleja unién, permitiendo los diferentes
movimientos de la columna vertebral, (flexion, extension y torsién). El disco
intervertebral humano, se considera que sufre cambios degenerativos mas
dramaticas que cualquier otro tejido musculoesquelético en el cuerpo y se

somete a estos cambios en edad mas temprana. (1,2)

El disco intervertebral es la unidad funcional de la columna vertebral,
conectando los cuerpos vertebrales entre si, en el humano hay 25 discos
intervertebrales, interpuestos desde el axis hasta el sacro, constituyen
aproximadamente el 25% de la altura total de la columna vertebral y varian en
espesor desde el disco mas fino en la region toracica, al mas grueso en la
region lumbar. El disco intervertebral, es un componente vital del sistema de
union presente en cada nivel vertebral, que permite el rango de movimiento en
cada segmento, cada disco intervertebral trabaja en conjunto con las
articulaciones zigoapofisiaria dorsal para formar un complejo de tres
articulaciones, la funcién de los componentes individuales de este complejo
estd intimamente relacionados, al igual que sus efectos de uno sobre el otro

durante el proceso degenerativo. (1,3)

Su forma anatémica y la microestructura se correlacionan con su papel

funcional. El disco intervertebral juega un papel importante en el equilibrio de la



flexibilidad de la columna vertebral estabilizandola. El disco también es donde
muchos procesos patolégicos de la columna manifiestan sintomas clinicos que
reflejan la alteracion de su estructura y funcion afectando sus propiedades
biomecanicas, la caracteristicas de carga del disco se ven afectados por la
postura y el envejecimiento, a su vez los movimientos de la columna vertebral
estd intimamente relacionada con las propiedades mecanicas del disco
intervertebral y la estabilidad de la columna vertebral depende en gran medida
en la integridad del mismo.(4)

Procesos patoldgicos que ocurren en el disco intervertebral mas comunes
encontrados por los cirujanos de columna, son el dolor lumbar mecénico,
enfermedad degenerativa del disco, hernias de disco, estenosis espinal,
espondilolistesis degenerativa y otras deformidades espinales, que representan

diversas manifestaciones de la estructura y la funcién del disco alterado. (2,4)

2.1.2 Desarrollo del disco intervertebral

La notocorda es fundamental para el desarrollo del disco intervertebral,
localizada en la linea media en forma de varilla originada del mesodermo,
encontrada en embriones cordados durante la grastrulacion y representa al
esqueleto axial primitivo, reconocida en todos los embriones vertebrados. Su
desarrollo ha sido bien estudiado y descrito desde el siglo XIX, se compone de
células derivadas de tejidos organizados en diferentes etapas de desarrollo. La
contribucion de la organizacion de las diferentes regiones de la notocorda a lo
largo del eje anterior-posterior es compleja, en principio la notocorda anterior es
formada por la convergencia directa de las células dispersas anteriores, el
tronco de la notocorda formada por la convergencia de células derivadas del
nodo, y la cola de la notocorda es formada por la migracion posterior de las
células progenitores derivadas del nodo. La notocorda es importante no solo
como un centro de sefalizacién, sino también como una estructura que da lugar

al futuro nudcleo pulposo. En las etapas tempranas de gestacion a los 30 dias en
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el humano, 12 dias en ratones, la notocorda esta localizada adyacente a los
somitas paraxiales y pueden inducir la diferenciacién de la porcion ventral del
somita derivando en el esclerotomo, cuyas células migran y se condensa
alrededor de la notocorda formando la envoltura perinotocordal. Las células
forman el mesénquima pericordal no segmentado con un patron metameérico de
regiones condensadas y sin condensar, las region de condensacion del
mesénquima dara lugar a el anillo fibroso del disco intervertebral, mientras que
la region sin condensacion del mesénquima formara el futuro cuerpo vertebral,
desarrollando primero como una continua columna cartilaginosa alrededor de la
notocorda y como avanza el desarrollo, la notocorda se piensa que es
comprimida y exprimida legos de la region del esbozo cartilaginoso del cuerpo
vertebral y se expande en la region del esbozo del disco intervertebral , dando
lugar al futuro nucleo pulposo, que en alguna instancia puede ser detectados
restos de la notocorda dentro del cuerpo vertebral, y con esto se piensa un
posible origen de los cordomas, con esto se soportar la idea de que las células
de la notocorda pueden tener propiedades progenitoras, aunque esta nocién
permanece controversial, el analisis de seguimiento celular de la notocorda en
el ratébn sugieren que eso puede ser el caso dandose con la diferenciacion
subsecuente durante la madurar de las células del nucleo pulposo. Hasta la
fecha, no hay datos de andlisis de seguimiento celular disponibles para
confirmar el origen de las células del anillo fibroso, pero se piensa que se
origina desde el somita. Poco es el conocimiento respecto a €l origen y la
formacién de las células en las placas terminales cartilagnosas. Fue primero
postulado que el nicleo pulposo no es derivado desde el lado del cuerpo
vertebral, pero si de células indiferenciadas, cuyos acumulos de desarrollo

temprano dan origina a una estructura organizadas bajo influencias mecanicas.

Esta hipodtesis fue mas tarde refinada sugiriendo la induccion desde estimulos
mecanicos que debido a la accion de fuerzas comprensivas, torsionales, y
estrés de cizallamiento que ocurren en el disco intervertebral, esto es similar a

el estrés mecanico que induce el espesamiento y delaminacion del tejido
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conectivo. Asi, el cartilago hialino de las placas terminales representa la
interface entre el cuerpo vertebral y el disco intervertebral, y la epifisis anular
del cuerpo vertebral desarrollada en la parte marginal de la placa terminal
cartilaginosa. (4,5)

2.1.3 Disco intervertebral normal

Estd compuesta de tres estructuras: una blanda gelatina central el Nucleo
Pulposo, rodeandola por laminas en la periferia llamado Anillo Fibroso y estas
dos encerrada entre dos laminas cartilaginosas las Placas Terminales en
cualquier regién de la columna vertebral y basicamente la funcion de un disco
interverbral se relaciona especificamente con la matriz extracelular formada por
fibras de colageno inmersas en un gel de agua y proteoglicanos reuniendo e
interactuando las tres estructuras entre si y con esto se mantiene la

homeostasia del disco intervertebral.(4)

El anillo fibroso es un tejido laminar altamente estructurado, formado por capas
anguladas concéntricas que cruzan una a otra oblicuamente y se disponen en
paralelo entre ellas con una inclinacion de unos 60 grados respecto al eje
vertical, alternando su oblicuidad hace la izquierda y hacia la derecha y
subdividiéndose en anillo fibroso externo e interno. El anillo fibroso externo esta
hecho por una serie de 15 a 25 lamelas o laminas concéntricas, compuesta de
células fibroblasticas que producen colagena tipo |, que corresponde
aproximadamente al 90% del colageno en el disco intervertebral, junto con
pequefias cantidades de colageno tipo Ill, V y VI. El colageno tipo Il y V pueden
formar fibrillas heterotdpicas con el colageno tipo |, proporcionando diversidad a
las propiedades de las fibrillas, mientras que moléculas de colageno tipo VI se
ensamblan con los filamentos, esta red de fibrillas de colagena, adyacente a la

lamela, trabajan cooperativamente una con otra durante la carga dinamica.
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Fibras de colagena altamente orientadas en laminas paralelas con cada lamela,
organizadas en una estructura ligamentosa que se insertan en el cuerpo
vertebral adyacente, forma un haz de microfibrillas que son distribuidas en la
matriz interterritorial y colocadas con fibras elasticas. Estas fibras elasticas, que
representan solo el 2 % del peso seco del anillo fibroso, es otra red organizada
de la matriz extracelular que se alinea paralelo con las lamela. Las células del
anillo fibroso interno, son méas como condrocitos que producen principalmente
coladgeno tipo Il y proteoglicanos como agrecanos, estos cambios dan lugar a
una estructura menos fibrosa y menos organizada comparada con el anillo
fibroso externo. El anillo fibroso externo consiste de una alta densidad de
elastina localizado con microfibrillas, en comparacion con el anillo fibroso
interno, la elastina esta concentrada entre la lamela y se piensa que funciona en
proteger el disco de la deslaminacion al igual que apoya con la recuperacion de
la estructura de la ldmela después de la deformacién bajo cargas radiales. Es
de interés, una red de puentes de fibras translamelar identificados en el anillo
fibroso y localizadas en el interespacio del haz de una lamela individual,
conectado con las fibras de la lamela adyacente. La alineacion de la red de
puentes translamelar sirven para mejorar la resistencia hacia la compresion
radial, la elevacion, las fuerzas de torsion, y previene la disyuncion de la lamela
bajo fuerzas de torsion. En el anillo fibroso interno hay una transicion de
estructura, enriquecida por el colageno tipo Il, con gran contenido de
proteoglicano como agrecano, biglican, y lumican, que resulta en una estructura
fibrosa menos organizada, la razén de esta transicion no es clara, quiza hay
necesidad de un cambio progresivo del anillo fiboroso para estabilizar una
funcion relacionada entre el anillo fibroso interno y el nudcleo pulposo.
Postnatalmente, el limite entre el anillo fibroso externo y el interno se distingue
poco, comparandola con la interface entre el anillo fibroso interno y el nicleo

pulposo que se muestra en el envejecimiento. (3,6)

En la periferia del anillo fiboroso externo se encuentran haz fibrilares conocidas

como fibras de sharpey que se extienden en direccién superior e inferior para
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anclar el disco intervertebral a la vértebra adyacente. El colageno tipo Il se ha
demostrado que es capaz de mantener el 50 al 100 % del mayor contenido de
agua, que el coladgeno tipo I. Las ldminas externas se componen de hasta
aproximadamente 70 % colageno tipo | y solo el 20 % de colageno tipo I,
mientras que en el anillo fibroso interno el porcentaje de colageno tipo Il
aumenta a 70 %, y también hay un aumento progresivo de la concentracion de
proteoglicanos del 10 a 30 % cuando se mueve desde el anillo externo al anillo
interno. Otros tipos de colageno también estan presentes en el anillo fibroso,

como el colageno tipo VI que constituyen hasta un 10 % del colageno. (1,2)

Nucleo Pulposo sus células son inicialmente notocordales derivadas del
endodermo, a diferencia de las demas estructuras del disco intervertebral que
derivan del mesodermo, dichas células disminuyen después del nacimiento y
gue eventualmente se convierte en indetectable alrededor de los 4 a 10 afos de
edad. Sé sustituyendo gradualmente durante el crecimiento por células
redondeadas que asemejan a los condrocitos del cartilago articular estas
células similares a los condrocitos sintetizan principalmente proteoglicanos y

colageno tipo Il en respuesta a cambios en la presion hidrostatica. (1,2)

El nicleo pulposo se engrandece con el crecimiento y al igual que en el
cartilago hay t pequefias cantidades de colagena tipo IX y Xl. El colageno tipo
Xl asociado con colageno tipo Il forma fibrillas de colageno heterotépicas,
mientras que el colageno de tipo IX, recubre la superficie de estas fibrillas como
en el cartilago. El proteoglicano condroitina sulfato, se encuentra en la
superficie de las células o en la matriz extracelular desempefiando un papel
importante en el desarrollo y funcién bioldgica del disco intervertebral similares
al cartilago. La mayoria del proteoglicano condroitina sulfato en la matriz
extracelular son agrecanos, tiene un gran nucleo proteico de 2000 aminoacidos
en distintas regiones estructurales y funcionales. Ademas, hay 3 dominios
globulares, los primero dos G1 y G2 son localizadas hacia la region N-terminal

separadas por un corto dominio interglobular, el tercer dominio G3, es
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localizada cerca de la region N-terminal del nucleo proteico. Entre los dominios
G2 y G3 se fijan alrededor de 100 cadenas laterales de glucosaminoglicanos
condroitina sulfato distribuidos a lo largo del dominé de condroitin sulfatol y
condroitin sulfato2 y méas cerca del dominé G2 son fijados de lado de
aproximadamente 30 cadena lateral de glucosaminoglicano keratan sulfatos
gue son cortos de 22 a 30 unidades de disacaridos y altamente variables. El
dominio G1 media la interaccion del agrecano con el &cido hialuronico y se
establece por un pequefio enlace proteico que tiene propiedades similares a las
de dominio G1. Hasta las 100 moléculas de agrecano se puede encontrar en
una sola de &cido hialuronico, resultando en un enorme y alta carga de
agrecano con acido hialuronico y otras moléculas de la matriz. La gran carga de
las cadenas de glucosaminoglicano atrae y retiene agua en el nucleo pulposo y
produce una presion de hinchamiento permitiendo resistir a la compresion
desde la carga axial, en humano. El dominio del condroitin sulfatol posee un
namero variable de repeticiones de tdndem y resulta en una variacion de la
longitud del ndcleo proteico de agrecano en diferentes individuos, el dominio
globular G3 contiene lectina tipo C, pero las demas uniones de los distintos
carbohidratos no habian sido identificadas. Recientemente, ha sido demostrado
que los agrecanos via este dominio puede interactuar con la matiz proteica con
repeticiones del factor de crecimiento endotelial, tales como fibulina y tenasina.
La fibulina es de una familia de glucoproteina secretadas, que interactia con
elastina y muchas otras matrices proteicas, como tal, la organizacién y el
ensamble de la matriz extracelular puede ser establecidas por la cadena de
agrecanos y a otras matrices proteicas en el tejido. La fibulina es de una familia
de glucoproteina secretadas, que interactia con elastina y muchas otras
matrices proteicas, como tal, la organizacién y el ensamble de la matriz
extracelular puede ser establecidas por la cadena de agrecanos y a otras
matrices proteicas en el tejido. Pequefias proteinas/proteoglicanos con
repeticiones de leucinas, estan también presentes en el nucleo pulposo, incluye
los pequenios proteoglicanos del cartilago tales como fibromodulina, decorina, y

lumican, estas moléculas tienen una porcion central consistente de 10 o 11
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repeticiones de aproximadamente 25 aminoacidos con residuos de leucina
conservando su lugar, ademas contienen 1 o 2 cadenas adjuntas de keratan
sulfatos a la unidad de repeticion. Los polisacaridos pueden directamente
interactuar con el colageno y servir de cross-bridge y cross-link en las fibras de
colageno, y regular el ensamble de las fibras de colagena con decorina, dentro
del ndcleo proteico y también enlazar a filamentos de colageno y de nuevo
actuar de puente molecular en la matriz extracelular. las pequeias
proteinas/proteoglicanos con repeticiones de leucinas pueden también enlazar
factores de crecimiento, en particular factor de crecimiento transformador TGF-
B que regula la homeostasia del tejido y otras tales como asporina y
condroadherina no estd contenidas en el sitio de la cadena de
glucosaminoglicanos. La asporina también enlazan al colageno dentro del
dominio de repeticion rico en leucina y estas moléculas contiene una extension
N-terminal con una variable nimero de residuos de acido aspartico siendo una
region polimorfica de los genes en la poblacion humana, que son formados de 8
a 19 residuos de acido aspartico continuo. La asporina también enlaza TGF-B y
la variedad de D14, fue demostrado en el enlace TGF-B con una alta afinidad
con él alelo comun con 13 repeticiones. Una hipoétesis es que la asporina puede
regular la disponibilidad de TGF-B y asi modular la sintesis de las moléculas de
la matriz. Condroadherina no tiene una extension N-terminal, sin embargo,
como otros SLRPs interactian con el colageno, pero también interactdan con la
integrina a231, en un receptor celular de superficie que percibe su entorno y su

integracion se piensa que mejora la produccién de la matriz. (3)

El nucleo pulposo estd compuesto de 80 % de agua, con proteoglicanos que
contribuye al 50 % de su peso seco y un tipo de proteoglicano conocido como
agrecanos gue contienen proteinas con repeticiones ricas en leucina, son el tipo
predominante de proteoglicanos en el nucleo pulposo. El alto contenido de
proteoglicanos permite la capacidad al nucleo pulposo para mantener un
aumento del estado de hidrataciéon y crear sus propiedades viscoelasticas que

son esenciales para sus capacidades de carga en la columna vertebral. (1)
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El nacleo pulposo contiene en su interior fibras de colageno tipo Il, organizadas
al azar y fibras de elastina dispuestas radialmente dentro de una estructura
gelatinosa altamente hidratada constituida por proteoglicanos principalmente
agrecanes o agregados de proteoglicanos de condroitin sulfato y keratan sulfato
intercalados con una densidad celular de 5,000/mm3 encontrando células como
condrocitos derivadas de las plataformas cartilaginosas de los cuerpos
vertebrales. (6)

Placas terminales cartilaginosas. En el ser humano, la placa terminal sirve
como placa de crecimiento para los cuerpos vertebrales, que tienen la
estructura tipica de una placa de crecimiento epifisario. En la infancia esta placa
de crecimiento es demasiado gruesa y ocupa una fraccion sustancial del disco

intervertebral. (2)

Con el crecimiento progresivo, las placas terminales se hacen mas delgadas
midiendo de 0.5 a 1.5 mm, siendo delgada en el centro donde se relaciona con
el nucleo pulposo y en la periferia donde estan unidas al cuerpo vertebral
adyacente por una delgada capa de calcio, este encontrandose ausente en las
zonas donde existen numerosas perforaciones que penetran la placa terminal,
permitiendo el paso a canales vasculares que atraviesan desde el cuerpo
vertebral al disco intervertebral y que se vuelven progresivamente raros y
eventualmente inexistente, sirviendo como barrera rigida pero porosa entre el
cuerpo y el disco intervertebral permitiendo la difusién de nutrientes y el
movimiento de fluidos dentro y fuera del disco intervertebral.(1)

Estan compuesta de dos capas una capa 6sea interna y una capa cartilaginosa
externa, esta ultima es una delgada capa horizontal de estructura cartilaginosa
articular, en total estas capas horizontales de cartilago hialino habitualmente
son de menos de 1 mm de grosor.6 Limitando el cuerpo vertebral con el disco

intervertebral, tienen escasos nervios y suministro de vasos sanguineos y
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actian como fuente y regulando la difusién de nutrientes y el transporte de

oxigeno desde el cuerpo vertebral.(4)

La composicion bioquimica del cartilago de las placas terminales, es similar al
del cartilago de las articulaciones, los componentes de la matriz extracelular del
nacleo pulposo son también aplicable a las placas terminales y debe ser
enfatizado que, aunque muchos de los componentes se encuentran en el
ndcleo pulposo estas son proteinas cartilaginosas de la matriz extracelular con

relativa cantidad, muy diferente en forma y funcion como en el cartilago hialino.

Estas delgadas capas de cartilago a nivel del nucleo pulposo, son compuestas
de red de fibras de coldgeno orientadas al azar en un gel de proteoglicanos
hidratados y en el cruce con el anillo fibroso interno la red de coldgeno es mas
organizada y orientada mas horizontal y paralela al cuerpo vertebral, que corren
continuamente en el anillo fibroso interno. En las placas terminales
cartilaginosas, la mayoria de los proteoglicanos son también agrecanos, pero su
relativo nivel es bajo comparado con los del nucleo pulposo. En el cartilago la
longitud de las cadenas laterales de condroitin sulfato parece ser mas larga y
grandes en proporcion, relativamente similar a las cadena lateral de keratan
sulfato, que son una delgada capa horizontal posicionada en la interface entre
el disco y el cuerpo vertebral adyacente, que a nivel del nucleo pulposo actla
como una barrera permeable y selectiva en que los solutos pequefios y sin
carga pueden difundir atravesando facilmente, mientras que el movimiento de
aniones o0 grandes solutos esta restringida. Sin embargo, estudios de
permeabilidad sugieren que la difusiéon principalmente ocurre entre el espacio
subcondral y la zona central del disco. El colageno tipo X es normalmente
encontrado en el cartilago hipertréfico sometido a mineralizacion su funcién en
la matriz extracelular no es clara, pero se piensa que tiene un papel en la

mineralizacion del cartilago. (3)
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Las placas terminales cartilaginosas estan constituidas por un 55% de agua, un
8% de proteoglicano y un 25% de colageno, que junto con el nucleo pulposo y
la capa interna del anillo fibroso se relaciona con las placas terminales
cartilaginosas a través de las fibras de colageno y por el lado opuesto estan en
contacto directo con el hueso cortical perforando al cuerpo vertebral, con el que

también se vincula la porcion externa del anillo fibroso. (6)

Las placas terminales se componen de condrocitos redondos y funcionan
trasmitiendo fuerzas mas compresivas a través del cuerpo vertebral superior a
la placa terminal para distribuirse a la placa terminal inferior, nicleo pulposo y el
cuerpo vertebral. Las placas terminales y el hueso trabecular adyacente pueden
experimentan una deformidad temporal cuando se aplica una carga. (2)

2.1.4 Disco intervertebral: envejecimiento y degeneracion

El disco intervertebral del humano se somete muy tempranamente al
envejecimiento y a la degeneracion, resultando en cambios histomorfologicos y
funcionales. La permeabilidad de las placas terminales y el suministro vascular
disminuye a lo largo del crecimiento y envejecimiento dando origen a
alteraciones del transporte de metabolitos. Los proteoglicanos comienzan a
fragmentarse durante la infancia y en general el contenido de proteoglicanos
disminuyen con la edad, especialmente en el nucleo pulposo. Hay un
correspondiente incremento en el contenido de colageno; las fibras de colageno
tipo 1, son remplazadas por fibras de colageno tipo Il en el anillo fibroso interno
y el nucleo pulposo. En adiccion, la renovacion existente de la matriz reduce en
el disco de mayor edad, esto permite a las fibras de colageno ser cada vez mas
reticulares y conduciendo a la retencion de fibras dafiadas con esto se reduce la
fuerza del tejido. La sintesis de los componentes de la matriz extracelular
disminuye continuamente durante toda la vida, y esto es en parte atribuible a la
disminucién de la densidad celular, aunque la tasa de sintesis por célula

también disminuya. En el infante el nucleo pulposo contiene aproximadamente
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90 % de agua y aparece translucido. El disco intervertebral se deshidrata
lentamente con el envejecimiento y el contenido de agua en el nucleo pulposo
declina alrededor del 80 % en adultos jovenes. El ndcleo pulposo también
acumula pigmentos amarillos y se vuelve menos distinguible alrededor del
ndcleo. A medida que el contenido de agua del disco intervertebral disminuye,
el nucleo se vuelve mas pequefio y descomprimido y a menudo con varias
condensaciones con trozos fibrosos. La deshidratacion del nucleo pulposo
conduce a alteraciones de las propiedades biomecénicas del disco
intervertebral, forzando al anillo fibroso a actuar como un sélido tejido fibroso
gue resiste la compresion directamente. El contenido de proteoglicano del anillo
fibroso también disminuye con el envejecimiento y el anillo fibroso se vuelve

mas rigido y mas débil, resistiendo la compresion de manera casual. (2,7)

2.1.5 Degeneracion.

La degeneracion del disco intervertebral imita los cambios relacionados con la
edad, pero el proceso ocurre prematuramente 0 a una proporcion acelerada y
usualmente resulta en sintomas. No hay definicibn ampliamente aceptada de la
degeneracion discal en la literatura, lo que refleja la dificultad en distinguir la
degeneracion discal de los procesos fisiol6gicos del crecimiento, envejecimiento
y remodelacion. La definicion mas reciente describe a la degeneracién como
una respuesta aberrante, mediada por células, responsable del progresivo
dafio, con fallo estructural combinado y signos acelerados y avanzados de
envejecimiento. Esta definicion propuesta, sugiere que la estructura intacta del
disco intervertebral con los acelerados cambios relacionados con la edad es
clasificada como degeneracion discal temprana, mientras que el término de
enfermedad degenerativa discal debe ser aplicado si el disco es también
doloroso. Aunque el mecanismo exacto de la degeneracion discal no se ha
determinado, se conoce que se involucran un complejo de factores que
interactdan, incluyendo cambios de macromoléculas de la matriz extracelular,

disminucién del contenido de agua, alteracién de la actividad enzimatica,
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disminuciéon de la permeabilidad de las placas terminales cartilaginosas, dafio
en el transporte de metabolitos, fracaso estructural, envejecimiento celular y
muerte, y factores genéticos. Estos factores biologicos y biomecanicos causan
extensos cambios histomorfologicos del disco intervertebral dando lugar a
desorganizacion del anillo fibroso, solidificacion del nudcleo pulposo vy
adelgazamiento junto con calcificacion de las placas terminales cartilaginosa.
(2,7)

2.1.6 Cambios de macromoléculas en la matriz extracelular

Los cambios méas importantes fisioldgicos de la degeneracién discal inician en el
nudcleo pulposo. Los cambios tempranos incluyen aumento de la degradacién de
agrecanos y otros agregados que se acoplan con los proteoglicanos y un
incremento en la concentraciéon de los no agregados de proteoglicanos. La
acumulacion de proteoglicanos degradados deteriora aun mas la difusion de
nutrientes y oxigeno a través del disco. Un cambio en la proporcién de los
glucosaminoglicanos condroitin sulfato, heparan sulfato, y keratan sulfato
también ocurren, con incremento en la cantidad de heparan sulfato y keratan
sulfato con la progresion de la degeneraciéon. Estos cambios disminuyen ain
mas las propiedades hidroscopicas de la matriz extracelular, resultando en
disminucién del contenido de agua y la disminucién de la habilidad de embeber
agua. La pérdida de proteoglicanos y glucosaminoglicanos da lugar a la
disminucién de la presiéon de hinchazon, perdida de la hidratacién, y perdida de
la altura del disco intervertebral. Los cambios resultan en alteracion de la
respuesta a aplicar cargas biomecanicas, y en Ultima instancia conduce a las
caracteristicas estructurales de la degeneracion. La degeneracion del disco
intervertebral también resulta en desorganizacién y destruccion de las redes de
colagena y en general la disminucion de proteoglicanos y del contenido de agua
con un correspondiente incremento en el contenido de colageno. El colageno
tipo | es remplazado por colageno tipo Il en el anillo fibroso interno y el nucleo

pulposo y hay una tendencia que las fibrillas de colageno tipo | que atraviesan
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el disco y sé convertirse en mas gruesas. Las fibras de colageno altamente
organizadas dispuestas en el anillo fibroso son rotas, y las redes de colageno y
la elastina son mas casuales. Cuando las redes de colageno son dafiadas, la
biomecénica del disco intervertebral esta notablemente alterado, e incrementa
el potencial de dafio estructural. El incremento en los niveles de citocinas, como
se discuten posteriormente, conduce a una mayor produccion de proteinaseas,
causando alteracion en otras colagenas tales como VI, IX, y X. La colagena tipo
IX degradada el microambiente pericelular, lo que permite la expansion local de
este microambiente durante la degeneracion. El colageno tipo IX disminuye
similarmente al colageno tipo IlI, implicando un estado avanzado de
degeneracion y fibrosis del nucleo pulposo. La sintesis de colageno tipo VI
aumenta con la progresion de la degeneracion y funciona juntos para mantener
la proliferacién celular. El contenido total de la matriz extracelular en el nucleo
pulposo estd en equilibrio bien controlado entre las vias de degradacion y
sintesis, involucrando numerosas proteinas. En la degeneracion discal, hay un
inbalance entre la via de degradacion y sintesis y una predominante actividad
enzimatica catabolica. Proteinaseas de la matriz metaloproteinaseas y la familia
ADAMTS se adhieren al coldgeno y a otras macromoléculas y han sido
implicadas en la ruptura de la matriz extracelular. Las enzimas de degradacion,
la matriz metaloproteinaseas-3 y matriz metaloproteinaseas-13 y colagenasa 3
han sido encontradas en niveles incrementados en el disco humano
degenerados. La regulacion de la produccion de la matriz metaloproteinaseas y
ADAMTS vy la produccion de macromoléculas de la matriz extracelular se
consigue mediante numerosas citocinas y factores de crecimiento. De particular
importancia en la homeostasia de la matriz extracelular del disco intervertebral,
los miembros de la familia de las interleucinas (catabdlicas) y factores de
crecimiento transformante- (anabolismo). Mediadores de la inflamacion tales
como oxido nitrico y prostaglandinas E2 y las citocinas IL-1 y IL-6 eran
encontrados en niveles aumentados en discos degenerados. La capacidad de
sintesis de las células del nucleo pulposo es incapaz de mantener niveles

apropiados de produccion de agrecanos y coladgeno en la fase de este
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incremento de catabolismo que contribuye a una mayor degeneracion del disco

intervertebral. (2,7)

2.1.7 Cambios celulares.

Durante mucho tiempo se ha reconocido que hay una pérdida lentamente
progresiva de las células durante la degeneracion del disco intervertebral, que
conduce a una mayor péerdida de la matriz extracelular. Un organismo creciente
de la literatura ha demostrado que la apoptosis, o la muerte celular programada

puede ser responsable de muchas de las caracteristicas de la degeneracion.

Mas recientemente la literatura, también ha demostrado un aumento de lagunas
gue contienen grupos de células posiblemente causando un aumento del
namero total de células, con la cual la degeneracién del disco progresa. Este
aumento de la proliferacion celular puede ser un intento de compensar la
destruccion progresiva y perdida de la matriz extracelular. Una razén para el
aumento de la celularidad puede ser el aumento focal en el suministro de
nutrientes debido al crecimiento interno de los vasos sanguineos en los discos
degenerados. Grupos de células se han descubierto en las zonas adyacentes a
los vasos sanguineos recién formados dentro de los discos degenerados. Las
células en esta area tienen acceso suministro de nutrientes y a factores de
crecimiento y se someten a la proliferacién. Los cambios celulares de los discos
degenerados se asemejan a la osteoartritis, donde también se han encontrado
remodelaciones del microambiente pericelular con la proliferacion de
condrocitos y formacion de agrupaciones. En ultima instancia los intentos de
reparacion celular se vuelven ineficaces cuando la degeneracién discal avanza
porque el entorno mecénico local de las células se ha convertido en anormal.
(2,7)

2.1.8 Cambios estructurales.
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La hidratacién del disco intervertebral disminuye y la distincion entre el anillo
fibroso y el nucleo se vuelve menos definido y la altura del disco disminuye. En
etapas posteriores, los cambios tisulares son cada vez mas evidentes,
incluyendo la pérdida de la organizacién de las laminas, figuracion del anillo
fibroso, y la decoloracién y la solidificacion del nacleo pulposo, desgarros del
anillo fibroso radial y circunferencial son a menudo evidentes, a veces se
extiende hasta la periferia del disco. Estos cambios se acompanan de
crecimiento hacia el interior de nervios y vasos sanguineos en el disco
intervertebral y la deposicién de tejido de granulacion y calcificacion dentro de
las placas terminales cartilaginosas. Estos cambios estructurales en ultima
instancia conducen a alterar las propiedades biomecénicas normales del disco
intervertebral. El dafio a un area del disco intervertebral aumenta el soporte de
carga para el tejido adyacente, lo que es mas probable que el dafio se
propague. Aunque un disco intervertebral sano, se igualan su presion en su
interior, disminuyendo la capacidad de absorcion al choque y en el ndcleo
pulposos descomprimido conduce a altas tensiones de compresion en el anillo
fibroso. Otros cambios morfoldgicos gruesos de la degeneracion discal incluyen
protrusiones discales, estrechamiento del espacio discal, irregularidades de las

placas terminales cartilaginosas, y formacién de osteofitos y artritis. (2,7)

2.1.9 Neovascularizacién y crecimiento interno de nervios sensoriales.

El disco intervertebral es en gran parte vascular en el adulto, con vasos
sanguineos normalmente restringido Unicamente a la capa externa del anillo
fibroso. Del mismo modo, solo el exterior del anillo fibroso de 1 a 2 mm del
anillo fibroso esta inervado en el disco intervertebral del humano. El nuevo
crecimiento de vasos sanguineos y nervios sensoriales es una caracteristica
importante de los discos degenerados, sin embargo, y parece ser asociado con
dolor. El crecimiento interno de capilares se facilita por la pérdida de la presion
hidrostética en la region interna del disco, que normalmente colapsa pequefios

vasos. Esta reciente formacion de microvasos liberan factor de crecimiento
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neurotrofico tales como factor de crecimiento del nervio, lo que permite el
crecimiento interno de fibras nerviosas amielinicas. Se ha planteado la hipotesis
de que el dolor discogénico surge porque estas fibras nerviosas nociceptivas

crecen en el area del disco que previamente no tenia neuronas. (2,7)

Un papel del colageno tipo IX es mantener la integridad del disco intervertebral,
es implicado a dos genes relacionados con el colageno tipo 1X que son el
COL9A2 y COL9A3 son asociados con la degeneracion discal, y es significativo
gue en el disco intervertebral de pacientes que tengan el alelo de riesgo el Trp2
en el gen COL9A2 se encuentren alterados mecanicamente, con las
propiedades de retencion de agua reducidas y la resistencia a la compresion
afectada. (3)

Presentando cambios macroscopicos e histolégicos y Cambios bioquimicos
afectando la capacidad total del disco para funcionar con eficacia y en ultima
instancia, ambos contribuyen al fracaso del disco intervertebral

progresivamente. (8)

En la degeneracién del disco intervertebral, la tasa de anabolismo de la matriz
extracelular disminuye mientras que el catabolismo de esta misma incrementa,
esto genera diversos cambios. El contenido de proteoglicanos en el nucleo
pulposo desciende significativamente y con esto la habilidad de la matriz
extracelular de atraer y retener agua. Macroscépicamente, el tejido fibroso
formado en el nucleo pulposo, resulta en una pérdida en las caracteristicas de
su forma de gel y finalmente llevando a una perdida en la diferenciacion entre el
nacleo pulposo y el anillo fiboroso. Se ha implicado a las cargas mecéanicas
repetidas y la disminucion de los nutrientes como factores criticos en la
degeneracion. La sobrecarga mecéanica del disco intervertebral ha demostrado
inducir una actividad catabdlica asociada a degeneracion. La nutricion
insuficiente, disminuye el anabolismo de la matriz extracelular. Debido a que el

disco es avascular, este debe recibir sus nutrientes a través de difusion. Los
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vasos sanguineos terminan en la placa terminal y los nutrientes se movilizan a
través de esta y la matriz extracelular para alcanzar las células que ahi se
encuentran. Cuando la nutricion del disco se ha alterado ocurre una disrupcién

de la matriz extracelular y muerte celular. (9)

En lugar de un proceso pasivo de desgaste, la degeneracion del disco es una
respuesta aberrante, mediada por células, un fallo estructural progresivo debido
al envejecimiento y otros factores ambientales tales como el estrés mecéanico
anormal. Con el envejecimiento y la degeneracion, las células del disco
experimentan cambios bioldgicos sustancialmente, incluyendo alternancia del
tipo de células en el nucleo pulposo, aumento de la densidad celular, pero
disminucion del nimero de células viables como resultado a el aumento de la
muerte celular y al aumento de la proliferacion celular, aumentando la senectud
de la célula, y alterando su fenotipo que se caracteriza por la capacidad
comprometida de la sintesis de componentes de la matriz extracelular en forma

correcta y por el metabolismo catabdlico mejorado.(10)

En la actualidad se han realizado diferentes modelos degenerativos del disco
intervertebral en animales que proporcionan datos cientificos basicos en
relacion con la mecanobiologia como la redistribucién del estrés secundario a
una despresurizacion del nucleo, que puede causar metaplasia celular y
remodelacion tisular. Al generar una perturbacion moderada, se observa
producciéon de factores pro-inflamatorios, proliferacion celular y sintesis de
matriz, mientras que la perturbacion severa causa cambios arquitecténicos
consistentes con la degeneracion discal del humano, en conclusion, estos
modelos sugieren que hay dos etapas de remodelacion: Adaptacién temprana a
la carga por gravedad seguida por la curacién significativa, restableciendo la
estabilidad biomecanica que es desacelerada por el tejido avascular.
Actualmente los modelos animales se encuentran limitados por los resultados
directamente relacionados con factores clinicos importantes como es el dolor y

la discapacidad. (11)
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En la actualidad el Gold standard para el tratamiento de la degeneracién discal,
asi como las consecuencias de la alteracion mecéanica por la pérdida de la
estructura de un disco intervertebral como son el dolor discogénico, la
inestabilidad axial, traslacional y angular, hernias de disco o la disminucion del
canal raquideo, sigue siendo la fusién espinal con o sin fijacion y/o
laminectomia lo que corresponde al andlisis de que si no hay disco no hay
dolor. Existen tratamientos que se han ideado para preservar el movimiento del

segmento como son las protesis discales o dispositivos dinamicos. (12)

También se han desarrollado técnicas con minima invasion que tienen el
propdsito de una recuperacion mas rapida para evitar una complicacion dural
tardias, todas estas técnicas de tratamiento resultan tener éxito de manera
moderada y la tasa de reparaciones es relativamente alta debido a que el
principal cambio en la estructura del disco es la pérdida de la naturaleza, debido
a que se sustituye con tejido cicatrizal fibroso que conlleva a otras

complicaciones. (13)

Debido a los altos costos de este padecimiento y al disconfort que produce, se
han explorado nuevas modalidades de tratamiento desde el punto de vista
celular controlando la homeostasis interna y recuperando la matriz extracelular.
(14)

2.2 Antecedentes Directos:

2.2.1 Ceélula Madre Mesenquimales.

Las células madres mesenquimales, células indiferenciadas encontrados en

varios tejidos del adulto, con naturaleza pluripotencial, fue demostrada por
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Pittenger y colaboradores, demostrando que son células pluripotenciales
presentes en la médula O0sea del adulto, que pueden replicarse a células
indiferenciadas y que tienen el potencial de diferenciarse a linajes de células de
tejido mesenquimales, incluyendo hueso, cartilago, grasa, tendén, musculo y
médula estroma. Las células que tienen las caracteristicas de las células
madres mesenquimales se aislaron a partir de aspirados de médula de
donadores voluntarios. Estas células muestran un fenotipo estable y se
mantuvieron como una monocapa in vitro, demostrando que las células madres
adultas podrian ser inducidas a diferenciarse exclusivamente en los linajes
adipocitos, condrocitos, y osteocitos, estas células individuales cuando se

expanden en colonias retuvieron su potencial multilinaje. (15,16)

A nivel del disco intervertebral numerosos estudios in vivo han examinado el
uso de las células madres mesenquimales para demostrar el proceso
degenerativo del disco intervertebral y la regeneracién de la matriz extracelular,
en el 2003 Sakait y colaboradores condujeron el primer estudio explorando el
uso de las células madres mesenquimales para reparar la degeneracion de un
disco intervertebral in vivo en un modelo en conejos. Utilizando células madre
mesenquimales autélogas incrustada en un gel atelocolagenos fueron
trasplantadas en los discos de conejos que habian sido sometidos a un
procedimiento probado para inducir degeneracién, los resultados sugirieron que
el trasplante de células madre mesenquimales es eficaz para desacelerar la
degeneracion del disco intervertebral en un modelo experimental y proporciona
nuevas esperanzas para el tratamiento de la enfermedad degenerativa del disco
en los seres humanos. El gel de atelocolagenos sirvid, como un importante
portador de las células madre mesenquimales en el trasplante, lo que permite la
proliferacion, la sintesis de la matriz y la diferenciacion de las células madre
mesenquimales. Este estudio refuerza la eficacia viable de aplicacion practica
de las células madre mesenquimales en el tratamiento de la enfermedad del

disco intervertebral. (15,17)
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En otros estudios se trasplantaron células madres mesenquimales en discos
intervertebrales de conejos maduros, demostraron la diferenciaciéon en células
que expresan algunos de los principales fenotipos del nucleo pulposo y algunas
células similares a los condrocitos del nucleo pulposo. (18)

En otros estudios, se menciona que la ingenieria de tejidos basados en células
son alternativas realistas para la regeneracion de tejidos, sin embargo, unos de
los principales problemas para esta estrategia es la generacion de una
poblacién adecuada de células, llevandose a cabo co-cultivos para determinar
si las células del nacleo pulposo humano pueden iniciar la diferenciaciéon de
células madres mesenquimales humanas célula-célula. Esto se permite el
examen de la poblacion de células individuales, demostrando que las células
del nucleo pulposo humano en contacto con células madre mesenquimales en
co-cultivo es un método viable para la generacion de una poblacion diferenciada
que se podria utilizar en las terapias de ingenieria de tejido basados en células

para la regeneracion del disco intervertebral degenerado. (19)

En otros estudios se encuentran bajo estudios diferentes biomateriales o
hidrogeles, cuyo enfoque es la sustitucion biolégica del disco intervertebral para
la reparacion del disco intervertebral los cuales son biocompatibles e inductoras
de las células progenitoras desarrolladas de las células madres

mesenquimales. (20)

En otros estudios, se evaluo la eficacia de la jalea de Wharton (WJ) de los
cordones umbilicales humanos como fuente de células madre mesenquimales
(MSC), en acido hialurénico como andamio, esto de acuerdo a sus niveles de
expresion de los receptores del factor B de crecimiento transformador | /
receptores de activina kinasa 5 (TBRI / ALK5S) y TBRII para la regeneracion del
disco intervertebral en un modelo en conejo. A las 12 semanas después del
trasplante, se analizaron bajo RMN en T2 mostrando la restauracion

significativa del contenido de agua en los discos de conejo tratados con &cido
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hialurénico como andamio cargado con células madre mesenquimales con alto
contenido de TR, comparado con los conejos tratados con acido hialurénico
como andamio cargados de células madre mesenquimales con bajo contenido
de TR. El analisis morfoldgico e histolégico revelaron que la regeneracion del
disco intervertebral fue mayor en conejos trasplantado con acido hialuronico
como andamio cargado de células madre mesenquimales con alto contenido de

TR con esto se apoya el potencial de regeneracion de WJ-MSC. (21)

Estudios recientes sugieren que la terapia celular es una manera eficaz para
reparar la degeneracion del disco intervertebral, utilizando al TGF- 1 como un
fuerte supresor inmunoldgico, que ha demostrado inhibir la inflamacion
eficazmente. El objetivo de un estudio fue explorar los efectos TGF- 31 durante
la terapia de células madre mesenquimales de médula 6sea para la
degeneracion del disco intervertebral, realizdndose un ensayo in vitro
demostrando que el co-cultivo de células del nacleo pulposo con células madre
mesesnquimales de la médula ésea se encontrd niveles significativamente mas
altos de secrecion de TGF- B1, revelando en un modelo de conejos. El andlisis
de Resonancia magnética, se encontré recuperacion significativa de la
intensidad de la sefal en los discos degenerados de conejos que recibieron
trasplantes de células con la presencia del inhibidor de TGF- (1, estos
hallazgos indican que el aumento de la produccién de este, recuperd la
degeneracion del disco intervertebral, y que las tinciones inmunohistoquimicas
detectaron mejoria de la expresién del colageno Il en los conejos tratados con
el trasplante de células. Sin embargo, las células positivas de NF-kB fue
significativamente menor, por lo tanto, la terapia celular promovié la expresion
de TGF- 31 en el nucleo pulposo, resultando en efecto anti-inflamatorio a través
de la inhibiciébn de NF-kB, y la mejora de la degradacion del disco debido al
aumento de la expresion de colageno Il y agrecano en la degeneracion del
disco intervertebral. (22)
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El desarrollo de andamios en ingenieria de tejidos formados por KLD-12
polipéptidos / TGF- 31 gel de nanofibras para la induccién de células madre
mesenquimales diferenciandose en células del ndcleo pulposo, demostré ser
capaz de formar matriz extracelular y tener el potencial para servir de andamio
de apoyo tridimensional para llenar las primeras cavidades residuales
postquirdrgicas y para el tratamiento de la degeneracion del disco intervertebral.
(23)

Se investigo el efecto de una mezcla de células madre mesenquimales de
médula oOsea y células del anillo fibroso en la reparacién de los discos
degenerados de conejos. Para proporcionar una base experimental para su
aplicacion clinica, y que después del trasplante de células, la altura del disco
intervertebral sé recuperar. Las células trasplantadas sobrevivieron en los
discos, proliferaron después del trasplante y produjeron matriz extracelular. Sé
realizando evaluaciones macroscopicas e histolégicas confirmando la
conservacion estructural y nuclear en discos en donde sé realizado el trasplante
de células encontrandose estadisticamente significativamente superior la
secrecion y expresion de colageno tipo Il y glucosaminoglicanos. Concluyendo
que el trasplante de mezclas de células madre mesenquimales de médulas
Osea y células del anillo fibroso puede restaurar la matriz extracelular, haciendo
de este enfoque superior al trasplante de células madre mesenquimales de
médula dsea solo, lo que puede ser beneficioso para la terapia de la

degeneracion del disco intervertebral. (24)

Basados en estudios experimentales que demuestran la importancia del ndcleo
pulposo en la preservacion de la estructura del disco, se ha demostrado que la
reinsercion de las células del nucleo pulposo, desaceler6 aun mas la
degeneracion del disco y que el contacto de cultivos célula a células con células
madre mesenquimales regularon significativamente la viabilidad de las células
del nucleo pulposo en estudios basicos y preclinicos, in vitro e in vivo utilizando

modelos animales y células humanas.(25)
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Estudios han encontrado células madres en ligamentos amarillos humanos, y
utilizadas en cultivos. Las células madres de ligamento amarillo en humanos
con células del nacleo pulposo bajo normoxia e hipoxia, concluyendo que estas
dos células en cultivos se diferenciaron con éxito en células del nacleo pulposo
bajo hipoxia esto potencialmente proporciona nuevas células para la medicina

regenerativa basada en células y la ingenieria de tejidos. (26)

En las ultimas décadas la aplicacion de biorreactores ha evolucionado en el
concepto de cultivos de tejidos y 6rganos que requieren una carga mecanica.
Las investigaciones del disco intervertebral, junto con los esfuerzos de
colaboradores en ingenieria biomédica, la biologia y la mecatronica, han
innovado nuevos dispositivos de carga que pueden mantener la viabilidad del
disco intervertebral en animales grandes y cadaveres humanos, con adecuado
entorno nutricional y mecéanico bien definido con precisién, y con la capacidad
de mantener durante tiempo prolongado a los cultivos. Sobre todo, en la
columna vertebral y en las investigaciones del disco intervertebral, estos
modelos de cultivos de 6rganos ofrecen alternativas atractivas para los modelos
animales bipedos que cuyo origen natural de la degeneracion del disco
intervertebral y el fondo genético no existen similar a la condicion humana. En
Gltimas investigaciones han demostrado conceptos importantes, incluyendo el
potencial de homing de las células madre mesenquimales en el disco
intervertebral nutricional o mecanicamente estresados y el potencial
regenerativo de los biomateriales inteligentes para el nucleo o reparacién del
anillo fibroso. La limitacién son ciertos aspectos de evaluacién de la respuesta

inmunoldgica y el dolor que no pueden abordarse con los sistemas ex vivo. (27)

El seguimiento de las células madre mesenquimales con nanoparticulas de
oxido de hierro y la resonancia magnética nuclear proporciona una oportunidad
para desarrollar la comprension a fondo de la supervivencia de las células

madre, la diferenciacion y su migracion, lo que permite optimizacién el
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tratamiento con células madre, ofreciendo un posible enfoque regenerativo de la
enfermedad del disco intervertebral. las investigaciones preclinicas han
demostrado prometer tanto bioquimica, histolégica y resultados radiogréficos,
en la restauracion de la degeneracion del disco intervertebral. (28)

En otras, se investigo el crecimiento y la diferenciacion de cultivos de células
madre mesenquimales en andamios de colagena biodegradable, con el fin de
obtener una suspension inyectable. En estos microsoportes, las recién aisladas
células madre mesenquimales tuvieron menor tasa de proliferacién y potencial
de diferenciacién condrogenica en comparacién con los primeros pasajes de
células madre mesenquimales. Concluyendo que los microsoportes a base de
coldgeno son soportes adecuados para el crecimiento in vitro de células madre
mesenquimales y su condrogénesis, especialmente cuando se cultivan a

niveles de oxigeno de 5 %. (29)

Se han aislado y caracterizado una subpoblacion de células de anillos fibrosos
de conejos que forman colonias in vitro y pueden auto-renovarse. Estas células
mostraron expresion génica de las moléculas de antigenos de superficie tipicas
que caracterizan a las células madre mesenquimales, incluyendo CD29, CD44 y
CD166. Mientras tanto, no expresan marcadores negativos de las células madre
mesenquimales tales como CD4, CD8, CD14, ademas también expresaron Oct-
4, nucleostemin y SSEA-4 proteinas. Al inducir la diferenciarse mostraron
osteogénesis tipica, condrogénesis, y el potencial de la adipogénesis. En
conjunto, estas ceélulas formadoras de colonias derivadas del anillo fibroso
posen clonogenicidad, auto-auto-renovacion, y la capacidad de diferenciacién
potencial multiple, son tres criterios que caracterizan a las células madre
mesenquimales, tales células derivan del anillo fibroso y pueden potencialmente
ser un candidato ideal para el tratamiento de la enfermedad degenerativa discal
utilizando terapia celular o enfoque de ingenieria de tejidos. (30)
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El nimero de células discales responsables de la estimulacion de factores de
crecimiento disminuye durante la degeneracion. Introduciendo células capaces
de regenerar el tejido discal puede potencialmente revertir la degeneracion
asociada con la disrupcion interna del disco. Fuentes autélogas para terapia
bioldgica incluyen células nativas del disco y células madre mesenquimales

formadas en la médula ésea. (31)

Estudios recientes sugieren que las células de la notocorda estan involucradas
en la homeostasia del disco intervertebral, un papel explotable para
contrarrestar la degeneracion de la matriz extracelular como se ha observado
durante la degeneracion. Este estudio tuvo como objetivo evaluar el potencial
de las células de la notocorda para promover la produccion de la matriz
extracelular por las células del nacleo pulposo y compararla con la propuesta
actual de las células del estroma de la médula ésea las que corresponde a las

células madre mesenquimales. (32)

Las células madre mesenquimales derivadas del cordon umbilical del humano
contiene células madre que poseen la capacidad de regenerar discos
intervertebrales degenerados. Basandose en los resultados de los
experimentos anteriores in vitro y en animales, se realizd un estudio preliminar
para probar la viabilidad y la seguridad con el propdsito de obtener una
indicacion temprana para el valor terapéutico de las células madre
mesenquimales derivadas del cordon umbilical del humano, trasplantados en
pacientes con dolor lumbar discogénico cronico. Los resultados después del
trasplante fue que el dolor y la funcion mejoraron inmediatamente y los valores
de la escala visual analoga y el indice de incapacidad de Oswestry
disminuyeron durante el periodo de seguimiento de 2 afos, el inconveniente de
este estudio es que se trata de un estudio preliminar con pocos pacientes pero
concluyeron que los resultados clinicos indicaron que el trasplante de células

madre mesenquimales derivadas del cordéon umbilical del humano es un
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meétodo alternativo favorable para el tratamiento del dolor lumbar discogénico

cronico.(33)

Con respecto a la seguridad y eficacia de las células madre mesenquimales
para el tratamiento de la degeneracion del disco intervertebral, se ha
demostrado que en estudio animales sé presentado una tasa baja de incidencia
de complicaciones y son eficaces para detener la progresion de la degeneracion
del disco intervertebral o el aumento de la altura del disco intervertebral. Las
células madre mesenquimales ofrecen una opcion de tratamiento para la
degeneracion del disco intervertebral, por lo que los ensayos clinico publicados
y estudios pilotos demuestran la capacidad de las células madre
mesenquimales para inhibir la degeneracién del disco intervertebral. Sin
embargo, no se han reportado ensayos clinicos aleatorios en los seres

humanos. (34)

Se han desarrollado técnicas para realizar el abordaje para introducir células
madre mesenquimales en los modelos animales en forma minimamente
invasiva y precisa, para aumentar el nucleo pulposo en los discos
intervertebrales dafiados, creando en un modelo de conejo un dafio en discos
contiguos a nivel de L4-L5 tratandose con células madre mesenquimales en
hidrogel de hialuronato, estos introducidos a los discos intervertebrales por
fluoroscopia. Concluyendo que los resultados demuestran que la administracion
minimamente invasiva de las células madre mesenquimales en hidrogel de
hialuronato aumenté la reparacion del ndcleo pulposo en los discos

intervertebrales dafiados. (35)

2.2.2 Condrocitos.

Con respecto a la regeneracion del disco intervertebral, los condrocitos
autdlogos articulares, pueden servir como fuente, debido a que estos son

fenotipicamente similares a las células discales y pueden ser recolectadas de
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areas que no soportan carga en la rodilla. Defectos articulares se han reparado
utilizando condrocitos autdlogos, sugiriendo que estas células pueden sobrevivir

al trasplante y ayudar a la reparacion tisular. (31)

Hay nuevas opciones atractivas que aparentemente crean una gran esperanza
para el futuro. Actualmente la ingenieria tisular se ha enfocado a un reemplazo
biolégico del disco intervertebral, el cual se puede dividir dependiendo del tejido
involucrado a reemplazar, ya sea el anillo fiboroso o el nucleo pulposo. Por
ejemplo, la reparacion tisular mediante la implantacion de células vivas
utilizando cultivos de condrocitos parece un buen enfoque para inducir la

sustitucion de la matriz extracelular funcional del disco intervertebral. (36)

En un articulo de revision de terapia basadas en células usadas para el
tratamiento de la enfermedad degenerativa del disco intervertebral lumbar,
revisando diferentes buscadores de literatura, se dividieron la informacion en
cuatro grupos, uno de ellos en los que se utilizaron trasplante de condrocitos
obtenidos de tejidos de discos intervertebrales u otros cartilagos, donde se
valoraron la capacidad de los condrocitos derivados de discos y de células no
discales en la regeneracion del disco intervertebral fueron trasplantadas con el
fin de reemplazar la poblacién de células agotadas o que comienzan a
envejecer, es un enfoque razonable para la reparacion del disco. Los
condrocitos del disco intervertebral, tales como células del nucleo pulposo, se
han aislado con éxito apartar de tejidos del disco intervertebral, en cultivos
expandidos, se han utilizado como medio para tratar la degeneracién discal,
reportando resultados favorables de estas células en discos degenerados.
Demostrando la mejoria de las evaluaciones de la morfologia e histologia, al
igual del incremento de los proteoglicanos contenidos en el ndcleo pulposo,
estos hallazgos consistentes en la disco seguida del trasplante de condrocitos,
preservando la altura del disco, el aumento de la sefial en T2 de la resonancia
magnética nuclear y la reconstruccion de la matriz extracelular del disco

intervertebral. (37)
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En otros estudios fundamentado en la ingenieria de tejidos favoreciendo el
trasplante de condrocitos autdlogos se realizé un implante libre de celular
consistente en acido poliglicdlico y acido hialurénico, fue inmerso en un suero
alogénico e implantado en los defectos de discos después de la discectomia en
conejos blancos de Nueva Zelanda indujo a la regeneracion, resultando en la
mejoria del contenido de agua en el disco y la preservacion de la altura del

disco después de 6 semanas del procedimiento.(38)

Una respuesta autoinmune en las hernias del nacleo pulposo se ha sugerido
que desempefia un papel importante en la iniciacion de la radiculopatia , la
interleucina-17 es una citoquina asociada con la inflamacion y la autoinmunidad,
sin embargo, aun no se ha llevado a cabo una extensa investigacion en la
expresion de la interleucina -17 en las diferentes patologias del disco
intervertebral, pero se concluye que la inflamacion local y la activacion inmune
autorreactivas pueden desempefiar un papel importante en la patogénesis de la
hernia de disco lumbar y estos resultados también sugieren un papel de los

condrocitos en la reparacion de hernia del disco intervertebral.(39)

La ingenieria de tejidos tiene como objetivo proporcionar la biomimética
recapitulacion de tejidos nativos. Dispositivos termoplasticos biocompatibles
para la impresion en 3D pueden generar estructuras de alta resolucién que
asemejan a la matriz extracelular tejido, utilizando impresoras 3D en andamios
de poros grandes de acrylonitrile butadiene styrene y polylactic acid se
compararon para el crecimiento celular, la viabilidad y la generacion de tejido.
Condrocitos articulares primarios y células del ndcleo pulposo se cultivaron en
estos andamios durante tres semanas. Ambas células proliferaron bien,
mostrando una alta viabilidad, y produccion de grandes cantidades de
proteoglicanos y colageno tipo Il en ambos andamios, demostrandose la

reparacion del disco intervertebral in vivo. (40)
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Por otra parte, las células del disco intervertebral siendo las mas importante los
condrocitos, obtenidos a partir de fragmentos de disco secuestrado o prolapso,
que son discos cuyas ceélulas puede efectuar mediante el proceso degenerativo
y ser dafiados, pueden ser inadecuados para la regeneracion del cartilago
debido a la heterogeneidad del tejido recogido y con baja viabilidad de las

células contenidas dentro de estos tejidos. (41)

En hernias de disco tratadas por discectomia, resultan en una pérdida
significativa del material del nucleo pulposo y la altura del disco intervertebral.
La restauracion biolégica mediante el uso de trasplante autélogo de condrocitos
al disco intervertebral, ofrece un potencial para lograr la integracién funcional

del metabolismo y la mecénica del disco intervertebral. (42)

A pesar de muchas investigaciones gue se centran en el nucleo pulposo, se han
creado multiples consensos entre la comunidad cientifica para definir el fenotipo
de células del nucleo pulposo. En la Spine Research Interest Group en el 2014
en el Annual ORS Meeting en New Orleans, convocada con la tarea de compilar
una definicién del fenotipo de células de nucleo pulposo con la esperanza de
que dicho consenso impulsard la investigacion disco. En base a dicha
evaluacion de los estudios recientes que describen marcadores caracteristicos
del ndcleo pulposo y su relacidn fisioldgica, haciendo las recomendaciones de
los siguientes marcadores fenotipicos del Nuacleo pulposo saludable,
estableciendo la expresion del HIF-1a, GLUT-1. Relacién Aggrecan/collagen 11>
20, Shh, Brachyury, KRT 18/19, CA12 y CD24. (43)

La induccién de tamoxifeno en un modelo de ratén cuya meta fue que los
condrocitos especificos expresar CreERT2 que es un impulsor para promover el
colageno tipo Il (Col2CreERt2). La fusion de la proteina se expresa y se
transloca en el nucleo tras la administracion de tamoxifeno, que a su vez
desencadena la recombinacion de genes especificos. Desde entonces este

modelo animal se ha convertido en una poderosa herramienta para estudiar el
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mecanismo molecular del desarrollo del esqueleto y de las enfermedades
degenerativas del cartilago, incluyendo la osteoartrosis de rodilla, la
osteoartrosis de la articulacion temporomandibular, y la degeneracion del disco
intervertebral. (44)

La degeneracion del disco intervertebral se caracteriza por cambios en el
estado de proteoglicanos, a la pérdida de moléculas de agua unidas, y a la
disminucion de la presion osmoética del tejido resultando en una falla mecéanica
del disco intervertebral. Este espectro de cambios es similar al del cartilago
articular artrésico. Cuando esta sano, las células residentes en estos tejidos
esqueléticos responden a las cargas mecanicas aplicadas mediante la
regulacion de su propio estado osmotico y la hidratacion de la matriz
extracelular. La transcripcién del factor de tonicidad responsable del enhancer
binding proteina (TonEBP o NFAT5) es conocido como el que media la
respuesta osmoadaptativa en estos y otros tejidos. Mientras que la base
molecular de cdmo la homeostasis osmética de la matriz controla las cargas, no
se entiende totalmente, la TonEBP regula la expresion de aggrecan y 1,3
glucuronosyltransferase en células del ndcleo pulposo, ademéas de permitir la
supervivencia bajo estrés hipertonico. Por otra parte, en los condrocitos, la
TonEBP controlan la expresion de varios subtipos de colageno y Sox9, un
regulador maestro de la expresién de aggrecan y colageno Il. Por lo tanto, la
regulacion mediada por TonEBP de la composicion de la matriz permite que las
células del disco intervertebral y los condrocitos modifiquen su estado osmaético

extracelular propio. (45)

Los condrocitos en el cartilago articular estdn rodeados por una matriz
pericelular estrecha (PCM) que es a la vez bioquimicamente vy
biomecanicamente distintas de la matriz extracelular (ECM) del tejido. Mientras
que la PCM se observo por primera vez hace casi un siglo, su papel esta
todavia bajo investigacion. En apoyo de las primeras hipotesis sobre su funcion,

el aumento de la evidencia indica que el PCM sirve como un transductor de

39



sefales bioquimicas y biomecanicas a los condrocitos, desempefiando un papel
critico en el control del entorno mecanico y mecanobiologia de las células en el
cartilago y otros tejidos cartilaginosos, tales como el menisco o disco
intervertebral. (46)

La mayoria del dolor lumbar crénico es el resultado de la degeneracion del
disco intervertebral lumbar. Ligustrazine, un alcaloide de Chuanxiong, segun los
informes, es capaz de aliviar el dolor, suprimir la inflamacion y tratar la
osteartrosis y tiene el efecto protector sobre el cartilago y los condrocitos. Para
determinar el efecto de ligustrazine en la degeneracion del disco, se aplicé un
modelo de rata e induciendo la degeneracion del disco intervertebral por la
prolongada postura erguida. Encontrando que el pretratamiento con ligustrazine
durante 1 mes recupero la distorsion estructural del disco intervertebral
degenerado, inhibiendo la expresién de colageno tipo X, Metaloproteinasas de
la matriz (MMP)-13 y MMP3; tipo sobre regulados de colageno Il y la
disminucién de IL-1pB, la ciclooxigenasa (COX)-2 y la expresion del éxido nitrico
sintetasa inducible(iNOS). (47)

Las propiedades de las células progenitoras en el anillo fibroso utilizandose in
vitro e in vivo, aumenta la expresion de colageno y agrecano bajo estimulo
condrogénico, y bajo condiciones osteogénicas mostraron un aumento de la
mineralizacion y la expresion de genes osteopontina, Runx2 y BMP2. Los
resultados sugieren que las células del anillo fibroso tienen caracteristicas de
células progenitoras y bajo estimulos apropiados, son capaces de diferenciarse
en condrocitos y osteoblastos in vitro, asi como in vivo. (48)

Los cambios Modic 1 se caracterizan por edema, vascularizacion, y la
inflamacion que conducen a la degeneracion del disco intervertebral. El factor
inhibidor de la migracion de macrofagos (MIF) es una citocina proinflamatoria
estrechamente relacionada con las citoquinas inflamatorias detectadas en los

tejidos del disco intervertebral degenerados. Sin embargo, la existencia y el
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papel del MIF y su receptor CD74 en la degeneracion del disco intervertebral no
se han dilucidado, preguntandose si el MIF y su receptor CD74 se expresan en
placas terminales cartilaginosas con cambios modic tipo 1, encontrandose
expresado en placas terminales cartilaginosas de tejidos humanos vy
condrocitos. Los condrocitos en las placas terminales cartilaginosas con
cambios modic 1 expresan MIF y su receptor CD74, promoviendo la respuesta
inflamatoria a través de CD74. Apareciendo la liberacion de citoquinas
inducidas por el MIF para ser suprimidas por ISO-1 y CD74Ab podria inducir la
liberacion de citocinas. La via del MIF/CD74 representa un objetivo fundamental
para el tratamiento de la degeneracion del disco ya que la inhibicion de la
funcién de MIF con su antagonista 1ISO-1 reduce la inflamacion inducida por el

MIF y ejerce efectos terapéuticos potentes. (49)

Las intensas investigaciones se centran ahora en la promocién de la matriz del
disco intervertebral. El Péptido N-terminal de proteinas enlace (LPP) es un
fragmento proteolitico de la proteina de enlace, un importante agente de
reticulacion y un estabilizador de los principales componentes estructurales del
cartilago, aggrecan e hialurénico. Investigando la accién de LPP en las células
de conejo del disco intervertebral primero cultivadas ex vivo en un matriz de
alginato tridimensional, demostrandose que promueve la produccion de matriz
extracelular del disco, que se evidencia por el aumento de expresion del factor
de transcripcibn SOX9-condrocito especifico y las macromoléculas de la matriz

extracelular aggrecan y colageno Il. (50)

Las células madre mesenquimales derivadas de médula 6sea representan una
fuente de células autdlogas para el nucleo pulposo, la ingenieria de tejidos y la
regeneracion. Aunque los estudios han demostrado la capacidad de las células
madre mesenquimales a diferenciarse para el nucleo pulposo como son las
células condrociticas. Poco han estudiado comparativamente la sintesis de la
matriz y la composicién del tejido cartilaginoso formado in vitro a partir de

ambas células, particularmente con respecto a la expresion de la membrana

41



basal de las moléculas. Evaluando la condrogénesis y la expresion de
moléculas de membrana basal, laminin y colageno tipo IV, en monocapa y en
cultivo de pellets de células y MSCsNP caprina, ambos demostraron niveles
comparables de condrogénesis indicado por el porcentaje de células

condrocitos y la cantidad de colageno Tipo Il y glicosaminoglicano. (51)

La activacién de proteina Kinase Cd (PKC)se ha demostrado es un paso que
limita la velocidad principal en la produccion de enzimas degradante de la
matriz en los condrocitos articulares humano, evaluando su papel de la PKC
especificamente PKCd en la homeostasis tisular del disco intervertebral.
Concluyendo con la supresién de la via PKC puede ser beneficioso en la
prevencion y/o tratamiento de la degeneracion del disco, los resultados de esto
proporcionan pruebas de un papel potencial terapéutico de los inhibidores via

especifica de la cascada de PKC en el futuro. (52)

Estudios se han realizado para investigar la asociacion de células del nucleo
pulposo con proteinas especificas de la superficie celular que difieren de las
proteinas en tipos de células estrechamente relacionadas, es decir, células del
disco intervertebral del anillo fibroso y el cartilago articular condrocitos a fin de
identificar superficie molecular potenciales para la administracion dirigida de
agentes terapéuticos. Encontrando que la anhidrasa carbonica Xl CAXII puede
ser considerada para la detencion o la orientacion de las células del disco en la
degeneracion. Ademas, el CAXIl puede estar implicada en la regulacién del pH
de las células del Nucleo pulposo. Su potencial para la entrega dirigida de
factores regenerativos y su papel funcional en la homeostasia del Nucleo

pulposo ordena mayores investigaciones. (53)

El ndcleo pulposo del disco intervertebral funciona proporcionando soporte de
carga de compresion en la columna vertebral y el contenido de células
desempefia un papel critico en la generacion y el mantenimiento de este tejido.

La poblacion de células del nucleo pulposo sufre cambios morfologicos vy
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fenotipicos significativos durante la maduracion y el envejecimiento
encontrandose transiciones grandes, células vacuolada inmaduras dispuestas
en grupos de células a una escasa poblacion de células similares a condrocitos
mas pequefios y aisladas. Estos cambios morfolégicos y de organizaciéon
parecen correlacionarse con los primeros signos de cambios degenerativos
dentro del disco intervertebral. La matriz extracelular de los nucleos pulposos
inmaduros es un material suave, gelatinoso que contiene multiples isoformas de
laminas, caracteristicas que son unicas en el nucleo pulposo en relacion con
otras regiones del disco que cambian con el envejecimiento y la degeneracion.
Basandose en este conocimiento, la hipétesis de que un ambiente suave,
laminar rica en matriz extracelular promoveria la interacciones célula-célula en
el nucleo pulposo y fenotipos similares a los encontrados en los tejidos del

ndcleo pulposo inmaduros. (54)

Las células madre mesenquimales derivadas de tejidos adultos son un
candidato importante para la terapia celular y medicina regenerativa debido a su
capacidad de diferenciacion multipotenciales. Las células madre
mesenquimales han sido identificadas en muchos tejidos adultos, pero no han
reportado en las placas terminales cartilaginosas del disco intervertebral
humano. Con esto se determind la existencia de células madre mesenquimales
en las placas terminales del cartilago del disco intervertebral humano
degenerado. Estos resultados pueden mejorar nuestra comprension de las
fisiopatologias y el proceso degenerativo del disco intervertebral y podrian
proporcionar candidatos de células para la medicina regenerativa basada en

células y la ingenieria de tejidos. (55)

Los mecanismos moleculares que subyacen a diferenciacion de los condrocitos
de vértebra humana siguen sin estar claros. Recientemente hemos demostrado
que la proteina de membrana epitelial 1 (EMP1) es altamente expresada en los
discos intervertebrales degenerativos. La EMP1 esta implicada en la

diferenciacion de mudltiples tipos de células incluyendo las células
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progenitoras/pre-B, neuronas y podocitos. Por lo tanto, la hipotesis de que
EMP1 podra participar en la diferenciacion de los condrocitos de la columna
vertebral. Identificandose que la EMP1 no se expresa en el centro de osificacion
de las vértebras, pero es altamente expresado en las placas de crecimiento del
nacleo pulposo, en donde los condrocitos son inmaduros y no se han producido
la osificacion endocondrala. Estos resultados sugieren que la EMP1 inhibe la

diferenciacion de los condrocitos vertebrales humanos. (56)

Los condrocitos humanos y las células del anillo fibroso del disco intervertebral
expresan la osteoprotegerina (OPG), pero el efecto de la OPG en la
patogénesis de la degeneraciébn del disco intervertebral sigue siendo
desconocida, evaluandose el cambio de fenotipo del disco intervertebral en
OPG en ratones. La proteina OPG expresa en las células de las placas
terminales cartilaginosas y en el anillo fiboroso en el disco intervertebrales de
ratones. Concluyendo que la OPG en el disco intervertebral desempefia un
papel importante para mantener la integridad del cartilago durante el
envejecimiento de la placa terminales mediante la prevencién de cartilago de

las placas terminales de la resorcion mediada por los osteoclastos. (57)

La expresion ectopica de Sox-9 puede inducir a las células madre derivadas de
tejido adiposo para funcionar las células del nucleo pulposo como real in
vitro.este nuevo enfoque puede proporcionar un sistema viable para una
diferenciacion sencilla y rapida de las células madre derivadas del tejido
adiposo en células similares a condrocitos que pueden utilizarse potencialmente
como una herramienta terapéutica basada en células madre para el tratamiento

de enfermedades degenerativas del disco intervertebral.(58)

Se determinar la posible de formar in vitro una construccion trifasica que consta
de nucleo pulposo (NP), placa terminal de cartilago (CEP) y un sustituto 0seo
poroso de polifosfato de calcio (CPP). Se colocaron condrocitos articulares

bovinos en la superficie superior de una construccién de CPP porosa y se les
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permitié formar cartilago in vitro. Luego se colocaron células del nacleo pulposo
sobre el cartilago hialino formado in vitro. A las 24 horas, la microscopia
electronica de barrido demostré que las células NP mantenian su morfologia
redondeada, similar a las células NP colocadas directamente sobre CPP
poroso. A las 8 semanas, el examen histologico de las construcciones trifasicas
mediante microscopia optica mostré que se habia formado una capa continua
de tejido NP y estaba fusionada al tejido cartilaginoso subyacente, que a su vez
estaba integrado con el CPP poroso. La incorporacion de la capa de cartilago
fue beneficiosa para la construccion al mejorar la union del tejido al CPP, como
lo demuestra el aumento de la carga maxima y el aumento de la energia
requerida para la falla durante la carga de corte en comparacion con una
construccion bifasica compuesta solo de sustituto 6seo de nucleo pulposo. Este
estudio demuestra que es posible generar una construccion de multiples
componentes con la incorporacion de una capa similar a CEP, lo que da como
resultado caracteristicas mejoradas de la interfaz de sustituto 6seo a tejido IVD.
(59)

Por otra parte, el factor de crecimiento transformante B, tiene una versatil
funcion en el metabolismo de las células del disco intervertebral, o que sugiere
que la regulacion de la sefializacion de este factor de crecimiento transformante

B, tiene importancia en la degeneracion del disco intervertebral. (60)

2.2.3 Plasmarico en plaquetas.

Por otra parte, el plasma rico en plaqueta (PRP)contiene gran cantidad de
factores de crecimiento y citocinas que puede promover la migracion y la
proliferacion de muchas células, promoviendo un buen microambiente de
reparacion 'y regeneracion de diferentes tejidos musculoesquelético,
Demostrandose en estudios in vitro que en discos intervertebrales en modelos
animales, promueven efectivamente la proliferacion de células y el metabolismo

de matriz extracelular, ademas en un modelo en conejo puncionando el anillo
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fiboroso el PRP se encontr6 que puede inducir la reparacion del defecto,
afectando la degeneracion en discos intervertebrales, sin embargo los efectos

del PRP en el disco intervertebral in vivo son todavia escasos.(61)

Los productos liberados de las plaquetas en el PRP estan demostrados que
estimula el metabolismo celular del disco intervertebral in vitro, pero in vivo
permanece desconocido. En un estudio se indujo a degeneracion discal en
conejos blancos de Nueva Zelanda, recibiendo puntura los discos a estudiar y
aplicandose plasma rico en plaqueta y plasma pobre en plaqueta,
encontrandose histolégicamente que las células parecidas a condrocitos fueron
significativamente mayores en los discos inyectados con PRP que en los discos
inyectados con plasma pobre en plaqueta, encontrdndose que indujo los efectos

de reparacién en los discos intervertebrales de los conejos. (62)

La activacion del plasma rico en plagueta conduce a la liberacion de factores de
crecimiento a partir de los granulos alfa localizados en el citoplasma de las
plaguetas, estos se han asociado con el inicio de una cascada de curacién, que
conduce a la quimiotaxis celular, la angiogénesis, la sintesis de matriz de

colagenay la proliferacion celular. (63)

En un estudio controlado, aleatorizado, doble ciego, y prospectivo, se determiné
si las inyecciones individuales de plasma rico en plaquetas autélogas, inyectado
en discos intervertebrales degenerados y sintomaticos mejoran en cuanto el
dolor y la funcion en los participantes: adultos con dolor lumbar discogénico
cronico de moderado a grave, que no respondia al tratamiento conservador por
6 meses. Se asignaron al azar para recibir intradiscal PRP 0 medio de contraste
después de la discografia provocativa recogiendo datos sobre el dolor, la
funcidn fisica y la satisfaccion de los participantes a 1 semana, 4 semanas, 6
meses y 1 afio. Resultando que, a mas de 8 semanas de seguimiento, hubo
mejorias estadisticamente significativas en los participantes que recibieron PRP

intradiscal con respecto al dolor, funcion y la satisfaccion del paciente en
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comparacion con los controles. No se informaron eventos adversos del espacio
del disco como infeccion, lesion neurolégica, o hernia progresiva tras la
inyeccion de PRP. Concluyendo que los que recibieron PRP mantuvieron

mejoras significativas a través de al menos 1 afio de seguimiento. (64)

El efecto anti-inflamatorio del plasma rico en plaquetas (PRP) con matriz de
coldgeno en las células del nucleo pulposo humano, en respuesta a citocinas
pro-inflamatorias tales como el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) y la
interleucina-1 (IL-1), se investigd en células del nucleo pulposo de los discos
humanos cultivando en una monocapa y manteniéndose en la matriz de
colageno antes de la adicion de IL-1 humana recombinante y TNF-a. La
exposicién consecutiva de PRP recuperd significativamente la expresion del
gen regulador de la baja de colageno tipo Il y de los aggrecan y redujo
significativamente el aumento de la expresion del gen MMP-3 y la COX-2 en
comparacién con el control y las citokinas pro-inflamatorias. La administracion
de PRP con la matriz de colageno suprimen marcadamente a las enzimas
degradantes pro-inflamatorias inducida por citocinas y mediadores en las
células del nucleo pulposo. También se rescaté la expresion génica en relacion
con la sintesis de la matriz, estabilizando de este modo la diferenciacion celular

del nucleo pulposo. (65)

El plasma rico en plaquetas (PRP) contiene factores de crecimiento y crea una
estructura 3D sobre el coagulo, por esto el PRP o lisado de plaquetas es
considerado para la reparacion del anillo fibroso. Encontrando que
preparaciones de plasma rico en plaquetas incrementan la produccion de la
matriz extracelular y el nimero de células promoviendo asi la reparacion del
anillo fibroso. (66)

En un ensayo controlado aleatorizado animal, efectuado para analizar los
efectos de la inyeccion de plasma rico en plaguetas en fase temprana y tardia,

en y alrededor del disco intervertebral dafiado usando un modelo animal,
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evaluando la técnica de puncion con aguja en la creacion de un modelo
degenerativo del disco intervertebral. Concluyendo que la técnica de puncién
con aguja percutdnea es un método eficaz para la creacibn de un modelo
degenerativo del disco sin desestabilizacion posterior de la columna vertebral, y
que la administracion de PRP tiene un efecto protector sobre los discos
dafiados en las configuraciones agudas y retardadas de la inyecciéon que
representan el tratamiento clinico con PRP del proceso degenerativo en etapas
tempranas o tardias. Parece ser que la intervencién temprana en el proceso de
la enfermedad seria mas beneficioso que el tratamiento con PRP en discos ya

gravemente degenerados. (67)

2.2.4 Células madre mesenquimales y plasma rico en plaquetas en disco

intervertebral.

Un sistema de cultivo de 6rganos ex vivo del disco intervertebral degenerativo
se estableci6 para el cribado de agentes de regeneracién del disco. Su
aplicacion se demostr6 mediante un enfoque terapéutico basado en el
crecimiento de factor de células madre para mejora del disco intervertebral.
Utilizando quimopapaina para digerir parcialmente el tejido del nucleo pulposo
imitando la degeneracion del disco intervertebral humano. Este sistema fue
utilizado para la evaluacion de diferentes regimenes terapéuticos que incluyen:
células madre mesenquimales derivadas de eGFP-transgénico porcino (MSC-
GFP), plasma rico en plaquetas (PRP) y tratamiento con PRP combinado con
MSC-GFP, y se confirm6 en in vivo en un modelo animal. Productos génicos
especificos condrogénico incluyendo Col Il y aggrecan se encontraron
aumentados y la deposicidbn de matriz condrogénica se incrementd, como es
evidente por sefiales fluorescentes sostenidos de mas de 4 semanas, en el
grupo implantado MSC-GFP. Anteriormente, hemos demostrado in vitro
condrogénesis etapa especifica de MSC por el compromiso condrocito. Estas
mismas moléculas aumentadas para la condrogénesis también se observaron

en el grupo de MSC-GFP. PRP que se ha demostrado promueve al nucleo
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pulposo a regeneraciéon produjeron un aumento de niveles significativos de
ARNmM implicados en la condrogénesis y matrices de acumulacion. Los discos
intervertebrales in vivo resultaron la regeneracion, repitiendo y apoyadose por
un sistema in vivo degenerativo porcino. Por otra parte, el indice de la altura del
disco fue significativamente mayor tanto in vivo MSC-GFP y PRP grupos de
regeneracion. Inesperadamente, la terapia de MSC-GFP / PRP combinado
demostré una inclinacion hacia la osteogénesis en un sistema ex vivo. El
sistema de cultivo de disco intervertebral degenerativa ex vivo se describe en
este estudio servir como un modelo alternativo y mas accesible sobre modelo
animal de gran tamafo. Este sistema también proporciona una plataforma de
alto rendimiento para el cribado de agentes terapéuticos para la regeneracion
del disco intervertebral. (68)

Los efectos biologicos de la proteina morfogenética 6sea 2 (BMP2) sobre
células madre mesenquimales de la médula ésea (BMSC) en ser diferenciadas
en células similares a condrocitos en un gel de plasma rico en plaguetas (PRP)
in vitro. Ademas, también se evalud la eficacia de BMSCs BMP2 transducidas
en combinacién con gel de PRP para reparar el disco intervertebral degenerado
en un modelo de conejo. Estudios anteriores han demostrado que la ingenieria
de tejidos proporciona muchas ventajas prometedoras para el tratamiento de la
degeneracion del disco y puede revertir el proceso patolégico de la
degeneracion del disco. Las expresiones de colageno tipos I, Il y X, aggrecan y
Sox9 de las BMSCs BMP2 transducidas en monocapa o gel PRP fueron
examinados por reaccién en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa
(RT-PCR). Sesenta conejos blancos de Nueva Zelanda se dividieron en cinco
grupos: 12 controles normales; 12 de puncién operado solamente con la
degeneracion del disco siendo inducida; 12 animales con trasplante de PRP, 12
animales con trasplante con BMSC y PRP, 12 animales trasplantados con
BMSCs BMP2 y transducidas en PRP. El efecto de BMSCs BMP2 transducidas
en discos degenerados fueron evaluados por imagen de resonancia magnética

(IRM), histologia, inmunohistoquimica y andlisis de transferencia Western.
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BMP2 podria facilitar la diferenciacion condrogénica de BMSCs en monocapa o
gel de PRP. Los discos tratados con BMSCs BMP2 transducidas exhibieron
relativamente bien conservado la estructura del nlcleo pulposo.
Significativamente mayor intensidad de la sefal en T2 y una mayor cantidad de
matriz extracelular se observaron en el grupo de BMSC BMP2 transducidas en
comparacion con otros grupos. Ademas, se identificaron las presencias de
BMSCs BMP2 transducidas en la semana 12 después de la operacion in vivo.
BMSCs BMP2 transducidas pueden mantener el fenotipo similar a condrocitos
en gel de PRP in vitro, y el uso combinado de estos dos agentes puede
promover significativamente la reparacion de los discos degenerados in vivo.
(69)

La generacién de un nucleo pulposo en sustitucién bioldgica por ingenieria de
tejidos parece ser un enfoque prometedor para la terapia de las primeras etapas
de la degeneracion del disco intervertebral. De esta manera, las células madre
mesenquimales autdlogas (MSC) representan una fuente de células atractivas
en comparacion con células de la NP que ya estan alterados en su fenotipo
debido a los procesos degenerativos. Compara la influencia de la cultura pellet
3D y perlas de alginato, asi como la de las composiciones de medios diferentes,
por la adicibn de plasma humano rico en plaquetas (PRP) o factor de
crecimiento transformante (TGF-B1) en interaccion con la presion hidrostatica
en condrogénica diferenciacion de MSC humanas en comparacion con las
células NP. Hemos encontrado que la expresion de genes de los marcadores
condrogénicas agrecano, colageno tipo 2 y el colageno tipo 1 y Sox9 fue
considerablemente menor en las células cultivadas con PRP en comparacion
con TGF-B1. Inmunohistologia confirmé este resultado a nivel de proteina en el
cultivo de pellets. Ademas, el sistema de cultivo de sedimento se encontré que
era mas adecuado que las perlas de alginato. Una influencia positiva de la
presion hidrostatica solamente se pudo demostrar en los donantes individuales.
En resumen, en comparacion con el TGF-B1, PRP humano no indujo la

diferenciacion condrogénica adecuada para ambos sistemas de cultivo y de
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tipos de células utilizadas. La mezcla de factores de crecimiento en PRP
promovioé la proliferacién en vez de diferenciacion condrogénica. Basandose en
estos resultados, una aplicacion de PRP en los enfoques de ingenieria de
tejidos humanos del nucleo pulposo no puede ser recomendado. (70)

2.2.5 Condrocitos y plasma rico en plaquetas en disco intervertebral.

Con estos términos se realiza una busqueda de informacion resultando solo un
articulo relacionado el cual corresponde a: En que la administracion de PRP
autdlogo y sus productos liberado fue eficaz en la restauracién de la altura del
disco y el aumento de las células condrociticas en el disco intervertebral en un
modelo de la degeneracion del disco intervertebral por medio de una puncion
anular en conejo. Es importante destacar que la PRP y sus productos liberado
se preparan a partir de PRP autdlogo y que se activa sin necesidad de utilizar
productos sanguineos alogénicos o0 xenogénicos. Los resultados de este
estudio muestran que la aplicacion de PRP autdlogo y sus productos liberado
son eficaz para el tratamiento VD podria proporcionar informacion valiosa para

la consideracién de PRP para una aplicacion clinica. (62)

2.3 Originalidad y contribucién del proyecto:

La originalidad del presente estudio, se basa en que en la actualidad existen
reportes del uso del PRP y de células madre mesenquimales en lesiones del
disco intervertebral. Sin embargo, no hay reportes de la aplicaciéon de estas
células en combinacion con PRP ni tampoco se ha descrito el uso de
condrocitos infiltrados al ndcleo pulposo de discos intervertebrales lesionados,

ya sea en algin medio de transporte o en PRP como vehiculo.

Esto dltimo basado en una busqueda realizada en el PubMed durante el
periodo comprendido entre Noviembre y Diciembre del 2015, seleccionando los

altimos 5 afios y en texto libre completo, con las siguientes palabras clave:
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1. Células madre mesengquimales vy plasma rico en plaguetas en disco

intervertebral, encontrandose tres articulos relacionados.

2. Condrocitos y plasma rico en plaguetas en disco intervertebral,

encontrandose solo un articulo relacionado.

Debido a que contiene factores condrogénicos, consideramos que el PRP actla
como estimulante en la sintesis de matriz extracelular al ser administrado solo,
pero al combinarse con CMMs, podria jugar un papel importante en la
diferenciacion de las CMMs hacia condrocitos. Sin embargo, al no requerir
diferenciacion, los condrocitos emplearan los factores condrogénicos para la
sintesis de matriz extracelular, lo que nos hace suponer, que este Ultimo
tratamiento serd mas eficaz que el PRP o las CMMs/PRP infiltrados en los
discos intervertebrales dafiados obtenidos del modelo animal descrito por

Masuda y colaboradores en el 2005. (71)
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CAPITULO 1l

3. HIPOTESIS
Hipotesis de trabajo:
La infiltracion de condrocitos en combinacion con PRP, estimulard una mejor

regeneracion tisular que los tratamientos basados con PRP o CMMs/PRP, en el

modelo animal de lesién de disco intervertebral.
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CAPITULO IV

4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo primario

Analizar el efecto terapéutico del PRP administrado solo o en combinacion con

condrocitos o CMMs en un modelo animal con lesiéon del disco intervertebral.

4.2 Objetivos secundarios

1. Reproducir el modelo animal de enfermedad discal en conejos de la raza
Nueva Zelanda.

2. Reproducir la técnica para la preparacion del PRP e infiltrarlo a los
conejos sujetos de estudio.

3. Extraer, cultivar e infiltrar condrocitos en combinacion con el PRP en los
conejos sujetos a estudio.

4. Extraer, cultivar e infiltrar células madre mesenquimales derivadas del
tejido adiposo en combinacion con el PRP en los conejos sujetos a
estudio.

5. Cuantificar mediante PCR en tiempo real, la expresién de proteinas y
enzimas catabolicas caracteristicas de la matriz extracelular.

6. Analizar mediante tinciones histoldgicas el disco intervertebral enfermo y
con los diferentes tratamientos administrados a los conejos sujetos de
estudio.
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CAPITULO V

5. MATERIAL Y METODOS

5.1 Disefio metodolégico del estudio:
Estudio comparativo, prospectivo, no ciego, experimental y longitudinal
5.2Tipo de estudio:
Ensayo Clinico Controlado
5.3 Poblacion de Estudios:
5.3.1 Modelos experimentales
5.3.2 Numero de sujetos por incluir y fundamento del calculo:
Considerando el modelo del estudio propuesto en el presente estudio, se
determind un tamafio de muestra entre los grupos de conejos a estudiar,
basandonos en estudios previos determinamos que nuestros grupos estaran
conformados de 5 animales en cada grupo en total 15 animales, lo que permitira
un manejo adecuado de los ejemplares sujetos a estudio. Estos grupos se
conformaran en animales tratados:

5.3.3 Se formaran los siguientes grupos de estudio:

Grupo tratado con PRP: Conejos que recibiran como tratamiento plasma rico

en plaguetas cuatro semanas posteriores a la lesibn en L2-L3 y L4-L5.
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Conformandose por 5 conejos de la raza Nueva Zelanda, en donde el disco
intervertebral L2-L3 lesionado sera el control positivo, el disco intervertebral L3-
L4 seréa el control interno sano y el disco intervertebral de L4-L5 sera el disco
lesionado el cual se infiltrard PRP.

Grupo tratado _con células madre: Conejos que recibiran como tratamiento

células madre derivadas del tejido adiposo y plasma rico en plaquetas, cuatro
semanas posteriores a la lesién de L2-L3 y L4-L5. Conformandose por 5
conejos de la raza Nueva Zelanda, en donde el disco intervertebral L2-L3
lesionado sera el control positivo, el disco intervertebral L3-L4 sera el control
interno sano Yy el disco intervertebral de L4-L5 sera el disco lesionado el cual se
infiltrara CMMs méas PRP.

Grupo_tratado _con_condrocitos autdlogos: Conejos que recibiran como

tratamiento condrocitos y plasma rico en plaquetas, cuatro semanas posteriores
a la lesién de L2-L3 y L4-L5. Conformandose por 5 conejos de la raza Nueva
Zelanda, en donde el disco intervertebral L2-L3 lesionado sera el control
positivo, el disco intervertebral L3-L4 sera el control interno sano y el disco
intervertebral de L4-L5 serd el disco lesionado el cual se infiltrar& Condrocitos
mas PRP.

Treatment Groups

Group A
Platelet-Rich Plasma
Group B

Platelet-Rich Plasma
Chondrocytes

GroupC

L2-L3

Platelet-Rich Plasma Injured Disc

Mesenchymal Stem Cells

L3-L4
Healthy Disc
L4-L5
Injured and Treated Disc
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Cada grupo de conejos realizara un disco control positivo el cual corresponde al
disco intervertebral con lesién a nivel de L2-L3 como grupo control positivo y en
el otro disco intervertebral L3-L4 se utilizara como control interno sano y el disco
intervertebral se utilizara para realizar la infiltracion y/o tratamiento , esto con la
finalidad que al finalizar el estudio se valorara en forma comparativa en cada
animal los tres discos, el disco intervertebral lesionado control positivo, el
control interno sano y el efecto en el otro disco también lesionado e infiltrado ya
sea con PRP,PRP y CMMs y PRP y condrocitos autdlogos.

Para establecer el tamafio de muestra se consider6 un valor de nivel de

confianza de 95%.

De Acuerdo a Charan J KHantaria (72):

E = Total number of animals — Total number of groups

Que considera un valor de tamafio de muestra adecuado entre 10 y 20

animales, por tal motivo nuestra muestra fue:

E = 5 X 3 =15 animales, justificandose con E = 15 - 3 = 12 como una

muestra adecuada.

Por lo cual el tamafio de la muestra de cada grupo sera 5 animales, de acuerdo

a estos los resultados estadisticos esperados tendran un nivel de significancia.

Utilizando la recomendacion del CICUAL para establecer el tamafio de la
muestra, en estudios con animales de laboratorio, con el propésito de utilizar el
minimo necesario de animales con el que encontrara una diferencia

estadisticamente significativa para el efecto en cada grupo de nuestro estudio.
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5.3.4 Caracteristicas de la poblacion: Estudio experimental en conejos

A.- Criterios de inclusion: Conejos machos de raza Nueva Zelanda con una
madurez esquelética que corresponde a 4-5 meses de edad con un peso
promedio entre 3-3.5 kg.

B.- Criterios de exclusion:

C.- Criterios de eliminacioén: Fallecimiento del animal

D.- Lugar de referencia y método de reclutamiento: Bioterio del departamento
de Fisiologia de la Facultad de Medicina de la UANL.

5.4 Descripcién del Disefo
(describir la metodologia a realizar para cada uno de los objetivos
particulares)
Experimental, longitudinal, comparativo, prospectivo, no cegado.

5.4.1 Objetivo particular

1. Reproducir el modelo animal de enfermedad discal en conejos de la

raza Nueva Zelanda.

15 conejos blancos de la raza Nueva Zelanda conejos blancos (4-5 meses de
edad y un peso de aproximadamente 3-3,5 kg cada uno) se someteran a
puncion lumbar de discos. El modelo de la degeneracion de disco se establece
mediante una aguja para angiografia de calibre 18 por la técnica de puncion
percutanea anular desarrollada por Masuda y colaboradres.’* Cada conejo sera
anestesiado mediante inyeccion intramuscular de xilazina (5 mg / kg) vy

ketamina (35 mg / kg), el pelo seré afeitado desde el centro de la espalda y el
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costado derecho. Después de la anestesia, los conejos se colocaran en una
posicion pronacion oblicua lateral. Se identificara el disco L2-L3 y L4-L5 por
palpacion manual de la porcion del espacio interespinoso y apoyandose con
fluoroscopio. Después de la confirmacién de la exacta del nivel, se insertara la
aguja 18G (angiografia), 3-4 cm ventral de la linea media, en el espacio discal

bajo control fluoroscopio.

La correcta colocacion de la aguja en el centro del espacio discal se verificara
desde puntos de vista tanto anteroposterior y lateral. En cada conejo se
puncionara las regiones correspondientes a L2-L3 y L4-L5 IVD. El nivel L3-L4
no serd perforado y se utilizard como control interno sano. Se tendra especial
cuidado para minimizar el contacto con el periostio los tejidos de las vértebras,
debido a que esto podria causar hipertrofia de los tejidos blandos y las
estructuras Oseas alrededor de los discos. Se vigilardn a los conejos para

determinar si se presentan sintomas neuroldgicos después de la cirugia.

2. Reproducir la técnica para la preparacion del PRP e infiltrarlo a los

conejos sujetos de estudio.

Previa sepsia y antisepsia, se obtendrdn 3cc de sangre total de la vena
auricular del mismo conejo donador de la raza Nueva Zelanda estabulados en
el bioterio del departamento de Fisiologia de la Facultad de Medicina de la

Universidad Autbnoma de Nuevo Ledn.

Se emplearan aguja de insulina para recolectar la sangre y posteriormente se
verterd un tubo vacutainer con citrato de sodio al 3.8% usado como
anticoagulante y se invertiran ligeramente los tubos hasta obtener una mezcla

homogénea.

Las muestras seran centrifugadas a 2400 rpm por 15 minutos en una centrifuga

(Heraeus Megafuge 1.0R de Thermo Electron Corporation) hasta observar 3
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capas: 1- Eritrocitica (inferior) 2- Blanca (células) 3- Amarilla (plasma rico y
pobre en factores de crecimiento). Con pipetas automaticas Corning de 1000pl
se extraera el PRP (capa amarilla), colocandolo en tubos Falcon de 15 ml, se
obtendra 250 pl del plasma y se agregara 0.05ul gluconato de calcio por mililitro
de PRP que se obtenga. Se invertiran las muestras hasta tener una mezcla
homogénea y se dejaran incubar por 10 minutos para formar el gel o coagulo de

PRP, que sera inoculado en el disco L4-L5.

3. Extraer, cultivar e infiltrar condrocitos en combinacién con el PRP en

los conejos sujetos a estudio.

Se tomaran las biopsias de cartilago de los condilos femorales de las rodillas
del mismo conejo de la raza Nueva Zelanda estabulados en el bioterio del
departamento de Fisiologia de la Facultad de Medicina de la Universidad

Autéonoma de Nuevo Leodn.

Para este objetivo se realizard una artrotomia con un abordaje parapatelar
lateral, luxando la patela hacia el lado medial. Utilizando una cucharilla
quirdrgica, se tomara una muestra de cartilago articular del surco intercondileo,
zona que normalmente no esta sometida a carga. La biopsia se transportara en
un tubo Falcon de 50 ml que contendra 30 ml de PBS mas gentamicina y
anfotericina B, el tubo se protegera de la luz cubriéndolo con papel aluminio y
se procesara en el laboratorio de Ingenieria de Tejidos del Banco de Hueso y
Tejidos del Servicio de Ortopedia y Traumatologia de la Facultad de Medicina
de la UANL, mediante digestiones enzimaticas con colagenasa tipo Il durante
60 minutos. Se centrifugara a 1500 rpm por 10 minutos y el boton celular sera
cultivado empleando como medio de cultivo OptiMem y SBF al 10% mas
gentamicina 0.05 mg. El cultivo se mantendra por dos semanas y se prepararan

las dosis celulares de 5 x 10°.
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Cuatro semanas después de la puncion inicial, la degeneracion de los discos
perforados sera identificada por la observacion de una disminucion del espacio

intervertebral utilizando una proyeccion lateral de rayos X.
Se inocularan 5 x 10° células que seran resuspendidas en 250 ul de PRP y se
inyectaran en la zona de la lesion provocada en los conejos sujetos de estudio,

en el disco L4-L5.

4. Extraer, cultivar e infiltrar células madre mesenquimales derivadas del

tejido adiposo en combinacién con el PRP en los conejos sujetos a

estudio.

Las células madre mesenquimales seran obtenidas a partir del tejido adiposo
procedente del mismo conejo de la raza Nueva Zelanda estabulados en el
bioterio del departamento de Fisiologia de la Facultad de Medicina de la
Universidad Autonoma de Nuevo Ledn.

Se disecaran de 4 a 5 gramos de grasa de la zona abdominal y se colocara en
un tubo Falcon de 50 ml que contendera 30 ml de PBS mas gentamicia y
anfotericina B. Para su transporte, la grasa se mantendra en un ambiente fresco
hasta llegar al laboratorio de Ingenieria de Tejidos del Banco de Hueso y
Tejidos del Servicio de Ortopedia y Traumatologia de la Facultad de Medicina

de la UANL donde sera procesada.

La muestra de tejido adiposo con el medio de transporte se manipulara dentro
de una campana de flujo laminar, se procedera a macerarla para facilitar el
efecto de la colagenasa tipo I. El tejido adiposo se lavard 3 veces con PBS y
posteriormente, la muestra se procesara a 37 °C por treinta minutos con
colagenasa tipo | al 0.075%. Posteriormente, se centrifugara a 1200 rpm por 10
minutos, descartando luego el sobrenadante para obtener el botén celular. Se

decantara el sobrenadante y el botdén celular sera resuspendido en 10ml de
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medio de cultivo Optimem | con 10% suero fetal bovino (SFB) y 0.05 mg de
gentamicina, las células se cultivaran por dos semanas. El botdén celular
obtenido se conoce como fraccién estromal vascular (FEV) y se procedera a
contar el nimero de las células viables contenidas para preparar las dosis a

inocular, estimada en 5 x 10°.

Cuatro semanas después de la puncion inicial, la degeneracioén de los discos
perforados seré identificada por la observacién de una disminucion del espacio
intervertebral utilizando una proyeccion lateral de rayos X.

Se inocularan 5 x 10° células que seran resuspendidos en 250 ul de PRP y se
inyectaran en la zona de la lesién provocada en los conejos sujetos a estudio,
en el disco L4-L5.

5. Cuantificar mediante PCR en tiempo real, la expresion de proteinas vy

enzimas catabdlicas caracteristicas de la matriz extracelular.

Para analizar los cambios en la expresion génica en el tejido del disco, se
extraera el RNA a partir de tres discos (L2-L3, L3-L4, y L4-L5) de cada animal.
El disco L3-L4 se utilizara como un control normal no inyectado. Para cada
disco, el nucleo pulposo se retirara cuidadosamente desde el anillo fibroso y se
almacenaran a -80 ° C. Se seleccionaron proteinas de la matriz extracelular
(agrecano, colageno Il 'y colageno 1) y una enzima catabdlica, la metaloproteasa
de matriz-13 (MMP-13), como genes marcadores. El RNA se extraera utilizando
la técnica del Trizol (Invitrogen, Carlsbad, CA, EE.UU.). La expresién génica se
analizara por PCR en tiempo real usando un ABI PRISM 7900 (Applied
Biosystems, Foster City, CA, EE.UU.). Para cada muestra, los niveles de
expresion génica seran normalizados utilizando un gen de endégeno expresado
constitutivamente, el gliceraldehidofosfato deshidrogenasa (GAPDH). Para

cuantificar expresion de los genes, se utilizara el método comparativo Ct.
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6. Analizar mediante tinciones histoléqgicas el disco intervertebral enfermo

y con los diferentes tratamientos administrados a los conejos sujetos de

estudio.

Los discos inyectados (L2-L3 y L4-L5) y el control de disco normal (L3-L4) de
los conejos seran cortados junto con el cuerpo vertebral adyacente usando una
sierra. Los tejidos se fijaran en formalina al 10% durante 48 horas,
posteriormente se descalcificara durante 3 dias y se procesara para su inclusiéon
en parafina. Se realizaran secciones sagitales de 4 micras de espesor usando
un micrétomo. Las secciones seran tefiidas con hematoxilina y eosina (H & E)
para determinar la forma y el nUmero de los componentes celulares, asi como la
cantidad de matriz extracelular y después se analizara cuantitativamente con un
microscopio 6ptico. Para cuantificar el grado histologico, se utilizara una escala
de calificacibn previamente establecido en conejos por Masuda vy
colaboradres.”* Un observador que no conocera el experimento a realizar,
evaluara las secciones sagitales. La escala se disefié para evaluar la forma del
anillo fibroso, la frontera entre el anillo fibroso y el nucleo pulposo, la celularidad
y la matriz del ndcleo pulposo. Los grados van desde 4 a 12. A un grado de
tejido normal se asignara 1 punto para cada una de las cuatro categorias, para
un total de 4 puntos. EL valor maximo para cada parametro es de 3 puntos para
un total de 12 puntos que corresponde a una degeneracién severa. Los discos
tratados seran comparados con el disco de control normal dentro del mismo

animal para evaluar los cambios y serén clasificados numéricamente.

Se realizara la técnica de Safranina O para observar los glucosaminoglicanos

presentes en la matriz extracelular.

5.5 Célculo del tamafio de muestra;:

Para establecer el tamafio de muestra se consider6 un valor de nivel de

confianza de 95%.
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De Acuerdo a Charan J KHantaria (72):

E = Total number of animals — Total number of groups

Que considera un valor de tamafio de muestra adecuado entre 10 y 20

animales, por tal motivo nuestra muestra fue:

E = 5 X 3 =15 animales, justificandose con E = 15 - 3 = 12 como una

muestra adecuada.

Por lo cual el tamafio de la muestra de cada grupo sera 5 animales, de acuerdo

a estos los resultados estadisticos esperados tendran un nivel de significancia.

Utilizando la recomendacién del CICUAL para establecer el tamafio de la

muestra, en estudios con animales de laboratorio, con el propoésito de utilizar el

minimo necesario de animales con el que encontrara una diferencia

estadisticamente significativa para el efecto en cada grupo de nuestro estudio.
5.6 Definir el evento de interés y diferentes variables:

Para estudios terapéuticos:

1 Criterios de éxito: Regeneracion de la lesion como resultado del estimulo de
los tratamientos aplicados.

2 Criterios de fracaso: El progreso de la enfermedad discal, no observar signos

de regeneracion a pesar de los tratamientos aplicados.

5.7 Métodos de evaluacion:
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5.7.1 Descripcion de los métodos principales

Establecimiento de la lesién en el modelo de degeneracion de disco.

15 conejos blancos de la raza Nueva Zelanda conejos blancos (4-5 meses de
edad y un peso de aproximadamente 3-3,5 kg cada uno) se someteran a
puncion lumbar de discos. El modelo de la degeneracion de disco se establece
mediante una aguja para angiografia de calibre 18 por la técnica de puncién
percutanea anular desarrollada por Masuda y colaboradres.’* Cada conejo sera
anestesiado mediante inyeccion intramuscular de xilazina (5 mg / kg) vy
ketamina (35 mg / kg), el pelo seré afeitado desde el centro de la espalda y el
costado derecho. Después de la anestesia, los conejos se colocaran en una
posicion pronacion oblicua lateral. Se identificara el disco L2-L3 y L4-L5 por
palpaciéon manual de la porcién del espacio interespinoso y apoyandose con
fluoroscopio. Después de la confirmacién de la exacta del nivel, se insertara la
aguja 18G (angiografia), 3-4 cm ventral de la linea media, en el espacio discal

bajo control fluoroscopio.

La correcta colocacién de la aguja en el centro del espacio discal se verificara
desde puntos de vista tanto anteroposterior y lateral. En cada conejo se
puncionara las regiones correspondientes a L2-L3 y L4-L5 IVD. El nivel L3-L4
no sera perforado y se utilizara como control interno sano. Se tendra especial
cuidado para minimizar el contacto con el periostio los tejidos de las vértebras,
debido a que esto podria causar hipertrofia de los tejidos blandos y las
estructuras 6seas alrededor de los discos. Se vigilaran a los conejos para

determinar si se presentan sintomas neurolégicos después de la cirugia.

Obtencion de las células madre mesenquimales.

Las células madre mesenquimales seran obtenidas a partir del tejido adiposo

procedente del mismo conejo de la raza Nueva Zelanda estabulados en el
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bioterio del departamento de Fisiologia de la Facultad de Medicina de la

Universidad Autbnoma de Nuevo Leodn.

Se disecaran de 4 a 5 gramos de grasa de la zona abdominal y se colocara en
un tubo Falcon de 50 ml que contendera 30 ml de PBS mas gentamicia y
anfotericina B. Para su transporte, la grasa se mantendra en un ambiente fresco
hasta llegar al laboratorio de Ingenieria de Tejidos del Banco de Hueso y
Tejidos del Servicio de Ortopedia y Traumatologia de la Facultad de Medicina

de la UANL donde sera procesada.

La muestra de tejido adiposo con el medio de transporte se manipulara dentro
de una campana de flujo laminar, se procedera a macerarla para facilitar el
efecto de la colagenasa tipo I. El tejido adiposo se lavara 3 veces con PBS y
posteriormente, la muestra se procesara a 37 °C por treinta minutos con
colagenasa tipo | al 0.075%. Posteriormente, se centrifugard a 1200 rpm por 10
minutos, descartando luego el sobrenadante para obtener el botén celular. Se
decantara el sobrenadante y el botdn celular sera resuspendido en 10ml de
medio de cultivo Optimem | con 10% suero fetal bovino (SFB) y 0.05 mg de
gentamicina, las células se cultivardn por dos semanas. El botén celular
obtenido se conoce como fraccién estromal vascular (FEV) y se procedera a
contar el nimero de las células viables contenidas para preparar las dosis a

inocular, estimada en 5 x 10°.

Cuatro semanas después de la puncion inicial, la degeneracién de los discos
perforados seré identificada por la observacién de una disminucion del espacio

intervertebral utilizando una proyeccion lateral de rayos X.
Se inocularan 5 x 10° células que seran resuspendidos en 250 ul de PRP y se

inyectaran en la zona de la lesion provocada en los conejos sujetos a estudio,
en el disco L4-L5.
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Obtencion de los condrocitos.

Se tomaran las biopsias de cartilago de los condilos femorales de las rodillas
del mismo conejo de la raza Nueva Zelanda estabulados en el bioterio del
departamento de Fisiologia de la Facultad de Medicina de la Universidad

Auténoma de Nuevo Ledn.

Para este objetivo se realizard una artrotomia con un abordaje parapatelar
lateral, luxando la patela hacia el lado medial. Utilizando una cucharilla
quirdrgica, se tomara una muestra de cartilago articular del surco intercondileo,
zona que normalmente no esta sometida a carga. La biopsia se transportara en
un tubo Falcon de 50 ml que contendra 30 ml de PBS méas gentamicina y
anfotericina B, el tubo se protegera de la luz cubriéndolo con papel aluminio y
se procesara en el laboratorio de Ingenieria de Tejidos del Banco de Hueso y
Tejidos del Servicio de Ortopedia y Traumatologia de la Facultad de Medicina
de la UANL, mediante digestiones enziméaticas con colagenasa tipo Il durante
60 minutos. Se centrifugara a 1500 rpm por 10 minutos y el boton celular sera
cultivado empleando como medio de cultivo Optimem y SBF al 10% mas
gentamicina 0.05 mg. El cultivo se mantendra por dos semanas y se prepararan
las dosis celulares de 5 x 10°.

Cuatro semanas después de la puncidn inicial, la degeneracion de los discos
perforados seré identificada por la observacién de una disminucion del espacio
intervertebral utilizando una proyeccion lateral de rayos X.

Se inocularan 5 x 10° células que seran resuspendidas en 250 ul de PRP y se
inyectaran en la zona de la lesién provocada en los conejos sujetos de estudio,

en el disco L4-L5.

Preparacion del Plasma Rico en Plaquetas.
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Previa sepsia y antisepsia, se obtendran 3cc de sangre total de la vena
auricular del mismo conejo donador de la raza Nueva Zelanda estabulados en
el bioterio del departamento de Fisiologia de la Facultad de Medicina de la

Universidad Autébnoma de Nuevo Ledn.

Se emplearan aguja de insulina para recolectar la sangre y posteriormente se
verterd un tubo vacutainer con citrato de sodio al 3.8% usado como
anticoagulante y se invertirdn ligeramente los tubos hasta obtener una mezcla

homogénea.

Las muestras seran centrifugadas a 2400 rpm por 15 minutos en una centrifuga
(Heraeus Megafuge 1.0R de Thermo Electron Corporation) hasta observar 3
capas: 1- Eritrocitica (inferior) 2- Blanca (células) 3- Amarilla (plasma rico y
pobre en factores de crecimiento). Con pipetas automaticas Corning de 1000pl
se extraera el PRP (capa amarilla), colocandolo en tubos Falcon de 15 ml, se
obtendra 250 pl del plasma y se agregara 0.05ul gluconato de calcio por mililitro
de PRP que se obtenga. Se invertiran las muestras hasta tener una mezcla
homogénea y se dejaran incubar por 10 minutos para formar el gel o coagulo de

PRP, que sera inoculado en el disco L4-L5.

Previa sepsia y antisepsia, se obtendran 3cc de sangre total de la vena
auricular de conejos Nueva Zelanda sujetos a estudio, se emplearan agujas con
dispensador vacutainer bafiado con citrato de sodio al 3.8% usado como
anticoagulante y se invertiran ligeramente los tubos hasta que se obtener una

mezcla homogénea.

Las muestras Seran centrifugadas a 2400 rpm por 15 minutos en una centrifuga
(Heraeus Megafuge 1.0R de Thermo Electron Corporation) hasta observar 3
capas: 1- Eritrocitica (inferior) 2- Blanca (células) 3- Amarilla (plasma rico y
pobre en factores de crecimiento). Con pipetas automaticas Corning de 1000l

se extraera el PRP (capa amarilla), colocandolo en tubos Falcon de 15 ml, con
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este plasma, se resuspendera el botdon celular que se obtendra del cultivo
celular previamente establecido (células madre y condrocitos) y se agregara
0.05pl gluconato de calcio por mililitro de PRP que se obtenga. Se invertiran las
muestras hasta tener una mezcla homogénea y se dejaran incubar por 10

minutos para formar el gel o coagulo de PRP, que sera inoculado.

Inoculacién de la fraccion estromal vascular.

Cuatro semanas después de la puncién inicial, la degeneracion de los discos
perforados sera identificada por la observacion de una disminucion del espacio

intervertebral utilizando una proyeccion lateral de rayos X.

Se inocularan 5 x 10° células que seran resuspendidos en 250 ul de PRP y se
inyectaran en la zona de la lesion provocada en los conejos sujetos a estudio,

en los niveles L4-L5.

Inoculacion de los condrocitos.

Cuatro semanas después de la puncion inicial, la degeneracién de los discos
perforados seré identificada por la observacién de una disminucion del espacio

intervertebral utilizando una proyeccion lateral de rayos X.

Se inocularan 5 x 10° células que seran resuspendidos en 250 ul de PRP y se
inyectaran en la zona de la lesién provocada en los conejos sujetos a estudio,

en los niveles L4-L5.

Andlisis bioquimico.

Para analizar los cambios en la expresion génica en el tejido del disco, se
extraera el RNA a partir de tres discos (L2-L3, L3-L4, y L4-L5) de cada animal.

El disco L3-L4 se utilizarA como un control normal no inyectado. Para cada
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disco, el nucleo pulposo se retirara cuidadosamente desde el anillo fibroso y se
almacenaran a -80 ° C. Se realizara la reaccion en cadena de polimerasa-
transcriptasa reversa en tiempo real (RT-PCR). Se seleccionaron proteinas de
la matriz extracelular (agrecano, colageno Il y colageno 1) y una enzima

catabdlica, la metaloproteasa de matriz-13 (MMP-13), como genes marcadores.

El RNA se extraera utilizando la técnica del Trizol (Invitrogen, Carlsbad, CA,
EE.UU.). La expresion génica se analizara por RT-PCR en tiempo real usando
un ABI PRISM 7900 (Applied Biosystems, Foster City, CA, EE.UU.). Para cada
muestra, los niveles de expresidén génica seran normalizados utilizando un gen
de enddbgeno expresado constitutivamente, el gliceraldehidofosfato
deshidrogenasa (GAPDH). Para cuantificar expresion de los genes, se utilizara

el método comparativo Ct.

Andlisis histopatolégico

Los discos inyectados (L2-L3 y L4-L5) y el control de disco normal (L3-L4) de
los conejos seran cortados junto con el cuerpo vertebral adyacente usando una
sierra. Los tejidos se fijaran en formalina al 10% durante 48 horas,
posteriormente se descalcificara durante 3 dias y se procesara para su inclusién
en parafina. Se realizaran secciones sagitales de 4 micras de espesor usando
un micrétomo. Las secciones seran tefiidas con hematoxilina y eosina (H & E)
para determinar la forma y el nimero de los componentes celulares, asi como la
cantidad de matriz extracelular y después se analizara cuantitativamente con un
microscopio Optico. Para cuantificar el grado histoldgico, se utilizard una escala

de calificacion previamente establecido en conejos por Masuda y colaboradres.®

Un observador que no conocerd el experimento a realizar, evaluara las
secciones sagitales. La escala se disefi¢ para evaluar la forma del anillo fibroso,
la frontera entre el anillo fibroso y el nucleo pulposo, la celularidad y la matriz

del nucleo pulposo. Los grados van desde 4 a 12. A un grado de tejido normal
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se asignara 1 punto para cada una de las cuatro categorias, para un total de 4
puntos. EL valor maximo para cada parametro es de 3 puntos para un total de
12 puntos que corresponde a una degeneracion severa. Los discos tratados
seran comparados con el disco de control normal dentro del mismo animal para

evaluar los cambios y seran clasificados numéricamente.

Se realizara la técnica de Safranina O para observar los glucosaminoglicanos

presentes en la matriz extracelular.

Sintesis de ADNc

Una alicuota de 500 ng de ARN se tratd con DNasa | (incluida en el kit
RecoverAll™) y se transcribi6 de forma inversa en una reaccion de 20 pL
utilizando el kit de transcripcion inversa de ADNc de alta capacidad (Thermo
Fisher Scientific) en las siguientes condiciones: 10 min a 25 °C, 120 min a 37 °C
y 5 mina 85 °C.

PCR cuantitativa en tiempo real

Las reacciones se realizaron en un sistema de PCR en tiempo real QuantStudio
5 (Thermo Fisher Scientific) utilizando la mezcla maestra PowerUp™ SYBR™
Green (Thermo Fisher Scientific). Cada mezcla de reaccion de 20 pL contenia
10 pL de Master Mix, 0,5 uM de cada cebador y 2 puL de una dilucién 1:10 de
ADNCc. Los pardmetros de termociclado fueron 95 °C durante 2 min; 40 ciclos de
95 °C durante 15 s y 60 °C durante 60 s; seguido de un andlisis de la curva de
fusién de 60 °C a 95 °C. Los cebadores se adoptaron de Huang et al. [32]: para
COL2A1, el cebador directo fue 5-GGGTCCTTTGGCTGTTCAGA-3' y el
cebador inverso fue 5-TTCTCCCCAGAAACACACCG-3'; Para COL10A1, el
cebador directo fue 5-GGCTTCCCAGTGGCTGATAG-3' y el cebador inverso
fue 5-TTTTGCTCTCTCTGGGTGGC-3'.
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Se utilizd B-actina como control enddgeno, con el cebador directo 5'-
AGACCACCTTCAACTCGATCAT-3' y el cebador inverso 5'-
ACTCGTCATACTCCTGCTTGCT-3'. Cada muestra se analizé por triplicado
técnico y la especificidad se confirmé mediante un Unico pico en la curva de
fusidn y la ausencia de dimeros de cebador. Los valores del umbral de ciclo (Ct)
se obtuvieron mediante el software QuantStudio 5. La expresion relativa se
calcul6 mediante el método 2-AACt, normalizado a B-actina, y utilizando el
control de lesion (L2-L3) de cada animal para la calibracién. Los datos se
presentan como media £ DE (n = 5). Los analisis estadisticos se realizaron con
IBM SPSS Statistics para Windows, version 25.0 (IBM Corp., Armonk, NY, EE.
UU.), incluyendo ANOVA unidireccional y la prueba post hoc de Tukey (p <
0,05).

Reproducibilidad

Se aplicarda la misma dosis celular en el mismo tipo de lesiébn y disco

intervertebral.

Variabilidad inter ensayo

Se cuantificara la expresiéon de genes de proteinas relacionadas a la matriz

extracelular, asi como de enzimas relacionadas con la destruccién celular.

Método nuevo o ya establecido

Método de experimentacion nuevo.

Frecuencia de las evaluaciones

Los animales seran sacrificados a las 12 semanas post tratamiento y se

procedera a realizar las evaluaciones correspondientes.
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Evaluaciones cegadas o no cegadas

Andlisis de expresion de genes no segado. Andlisis histolégico cegado.

5.8 Andlisis estadistico:

Para variables paramétricas, se utilizard la prueba de t de student, mientras que

para variables no paramétricas utilizaremos la prueba de chi cuadrada.

5.9 Actividades del estudiante de Doctorado en la realizacién de este

trabajo de Investigacion:

a) Generacion de la lesion en los discos intervertebrales.
b) Monitoreo de los animales sujetos a estudio.

c) Toma de biopsias de cartilago y tejido adiposo.

d) Inoculacion de las dosis celulares.

e) Revision de literatura actualizada.

f) Escritura de tesis.

g) Escritura de un articulo cientifico.
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CAPITULO VI

6. RESULTADOS

Se estudiaron 15 Conejos blancos machos de raza Nueva Zelanda con una
madurez esquelética que corresponde a 4-5 meses de edad con un peso
promedié entre 3-3.5 kg, puncionandose el disco de L2-L3 y L4-L5 de cada
conejo, permaneciendo como control sano el de L3-L4, con la técnica de
puncién percutanea anular desarrollada por Masuda y col.'® esto se realiza bajo
control fluoroscopio con la introduccion de la aguja calibre 18 al centro de los
disco de L2-L3 y L4-L5 dejandose evolucionar la lesion de los discos
postpuncionados, por el termino de 8 semanas, posterior a este periodo se
realiza la infiltracion bajo puncion directa realizando una incision de 1 cm de
lumbotomia en cada conejo para infiltrar el disco de L4-L5 previamente
lesionado, basandose en los tres grupos de trabajo que son Plasma rico en
plagueta PRP, plasma rico en plaqueta mas células madres mesénquimas
PRP+CMMs y Plasma rico en plaquetas mas condrocitos PRP+Condrocitos y
se conservan posterior a infiltracién por un término de 8 semanas para posterior
ser sacrificados y realizando el retiro de la columna lumbar de cada conejo
tomando en bloque un disco sano superior e inferior ( L1-L2 disco limite
superior L2-L3 Lesionado, L3-L4 Sano, L4-L5 Lesionado y Tratado, L5-S1 disco
limite inferior ) conservando y transportandose, en frascos de vidrio con tapa
rosca de plastico y suspendidos en solucion paraformaldehido al 4%, para
posterior trabajar en laboratorio de CIDICS en la Unidad de Terapias
Experimentales, se realiza la descalcificacion de cada uno de los bloques
tomando en cuenta los tres grupos ( PRP, PRP+CMMs, PRP+Condrocitos )
realizandose la descalcificacion por grupos separados, la muestra se incubaron
durante 15 dias a 37 grados y en agitacion bajo la técnica ( pendiente),

posterior se realizan piezas del bloque anatomico de cada disco a estudiar ( L2-
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L3, L3-L4,L4-L5 ) tomandose una pieza de 3 mm de hueso el disco en todo su
espesor trasversal para colocarse en un cassete y suspenderse en parafina y
realizar los cortes con micrétomo ( pendiente el tipo ) realizando cortes
histologicos de 5 micras del centro del bloque en parafina para posterior
colocacion en laminillas y realizando tinciones de Hematoxilina-eosina para su
estudio histoldgico en el departamento de histologia de la facultad de medicina
UANL a vision de 4x, 10x y 40x realizandose la descripcion de los Hallazgos
histologicos y sometiéndose a la escala de clasificacion histologicos utilizada en
el estudio de Masuda y col.*® describiendo el grado del anillo fibroso, limite
entre el anillo fibroso y el ndcleo pulposo grado, celularidad del ndcleo pulposo
grado y matriz del nucleo pulposo, realizdndose a cada disco, tipo de disco ( L2-
L3 Lesionado, L3-L4 Sano, L4-L5 Lesionado y Tratado ) y por grupos
separados, esta escala de clasificacion histolégica, basada en 4 categorias de
cambios degenerativos con puntajes que van desde un disco normal con 4
puntos (1 punto en cada categoria) hasta un disco severamente degenerado
con 12 puntos (3 puntos en cada categoria), para medir el grado de
degeneracion del disco L2-L3 lesionado y el grado de sano del disco L3-L4
como control sano y el grado de recuperacion de proceso degenerativo
establecido por la lesiobn y posterior tratado en los tres grupos ( PRP,
PRP+CMMs, PRP+Condrocitos ) y estudiados por grupos.
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Escala de clasificacion histoldgica.

I. Grado del anillo fibroso:

1. Patrén normal de ldminas de fibrocartilago (en forma de U en la cara posterior y
ligeramente convexa en la cara anterior) sin fibras rotas y sin aspecto serpentino
en ninguna parte del anillo

2. Fibras rotas o serpenteadas en menos del 30% del anillo

3. Fibras rotas o serpenteadas en mas del 30% del anillo

Il. Limite entre el anillo fibroso y el nucleo pulposo Grado:
1. normales
2. Minimamente interrumpido

3. Interrupcién moderada/grave

lll. Celularidad del nacleo pulposo Grado:

1. Celularidad normal con grandes vacuolas en la estructura gelatinosa de la
matriz

2. Ligera disminucién en el numero de células y menos vacuolas.

3. Disminucién moderada/grave (50%) del nimero de células y

sin vacuolas.

IV. Matriz del nucleo pulposo:

Calificacion:

1. Aspecto gelatinoso normal

2. Ligera condensacion de la matriz extracelular

3. Condensacién moderada/grave de la matriz extracelular

Escala de clasificacion histologica basada en 4 categorias de cambios
degenerativos con puntajes que van desde un disco normal con 4 puntos (1 punto
en cada categoria) hasta un disco severamente degenerado con 12 puntos (3

puntos en cada categoria).
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6.1 GRUPO A PRP

Figura 1. Comparacion histolégica de discos intervertebrales en el Grupo A tratados con PRP.

De izquierda a derecha y de arriba abajo: Discos L2-L3 lesionados (4x, 10x), donde el anillo
fibroso varia en espesor y el nlcleo pulposo presenta una matriz extracelular mixta; a 40x, se
destacan las irregularidades celulares, con algunos fenotipos condroides y otros en proceso
atréfico o necrdtico. Discos L3-L4 sanos (4x, 10x), con haces de colageno bien alineados en el
anillo fibroso y una matriz amorfa en el nlcleo pulposo, con células de tamafio irregular; a 40x,
se observan lagunas cartilaginosas hipertréficas con células hipercromaticas, rodeadas de
material granular fino. Discos L4-L5 lesionados y tratados con PRP (4x, 10x), presentan un
anillo fibroso de estructura normal y ndcleo pulposo rico en nidos celulares; a 40x, se aprecian
estas estructuras celulares rodeadas por una matriz extracelular heterogénea. (L: Lesionado, S:
Sano, L/T: Lesionado y Tratado) Tincién H&E.
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Grupo A que corresponde a PRP, plasma rico en plaguetas.

6.1.1 El disco de L2-L3 lesionado bajo puncion dirigida por fluoroscopia,

sometido a desarrollar el proceso degenerativo, de acuerdo con la escala de

clasificacion histolégica determinandose las categorias:

l.- que corresponde al grado del anillo fibroso, predomino en tres discos el
patrén 2. de fibras rotas o serpenteadas en menos del 30 % del anillo y en dos
discos predomino el patrén 3. de fibras rotas o serpenteadas en mas del 30 %

del anillo.

Il.- que corresponde al limite entre el anillo fibroso y el nlcleo pulposo
grado, se presenté en 3 discos el grado 2. que corresponde a minimamente
interrumpido y en 2 discos el grado 3. que corresponde a interrupcion
moderada/grave.
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lll.- que corresponde a la celularidad del nucleo pulposo grado, se present6
en 2 discos el grado 2. que corresponde a ligera disminucion en el nimero de
células y menos vacuolas y en 3 discos el grado 3. que corresponde a
disminucién moderada/grave (50 %) del numero de células y sin vacuolas.

IV.- que corresponde a la matriz del nucleo pulposo clasificacion, se
presentd en 2 discos la clasificacion 2. Que corresponde a ligera
condensacion de la matriz extracelular y en 3 discos la clasificacion 3. Que

corresponde a condensacion moderada/grave de la matriz extracelular.

Determinando que la intervencién desarrolld6 un grado importante de
degeneracién de los discos del Grupo A 1 L2-L3 L, encontrandose una suma
muy variable, correspondiendo en un disco 12 puntos (3 puntos en las 4
categoria ) correspondiendo a un disco severamente degenerado, otro disco
11 (3 puntos en 3 categorias I,11,IV y 2 puntos en 1 categoria Ill ) otro disco 10
(3 puntos en 2 categoria Ill,IV y 2 puntos en 2 categorias I,Il ) otro disco 9 (3
puntos en 1 categoria Il y 2 puntos en 3 categorias LII,IV ) y otro disco 8 (2

puntos en las 4 categorias LIL111,1V).

6.1.2 El disco de L3-L4 sano, conservandose como control no puncionado, de

acuerdo con la escala de clasificacion histologica determinando por categorias:

I.- que corresponde al grado del anillo fibroso, predomino en los 5 discos el
patron 1. Que corresponde al patrén normal de laminas de fibrocartilago (en
forma U en la cara posterior y ligeramente convexa en la cara anterior) sin fibras

rotas y sin aspecto serpentino en ninguna parte del anillo.
Il.- que corresponde al limite entre el anillo fibroso y el nucleo pulposo

grado, se present6 en 3 discos el grado 1. que corresponde grado normal y en

2 discos el grado 2. que corresponde a minimamente interrumpido.
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lll.- que corresponde a la celularidad del nucleo pulposo grado, se present6
en los 5 discos el grado 1. que corresponde a celularidad normal con grandes

vacuolas en la estructura gelatinosa de la matriz.

IV.- que corresponde a la matriz del nucleo pulposo clasificacion, se
presentd en los 5 discos la clasificacion 1. Que corresponde al aspecto

gelatinoso normal.

Determinando que el disco sin intervencidn mantuvo caracteristicas normales
en los discos del Grupo A 2 S, encontrandose una suma muy constante,
correspondiendo en 3 disco 4 puntos (1 puntos en las 4 -categoria)
correspondiendo a un disco normal, otros 2 discos 5 puntos (1 puntos en 3

categorias I, lll, IV y 2 puntos en 1 categoria Il).

6.1.3 El disco de L4-L5 disco lesionado/ tratado, que corresponde al disco

que se punciond y a las 8 semanas se infiltr6 con PRP y a las 8 semanas se
obtiene la pieza para su estudio histolégico, de acuerdo con la escala de

clasificacion histolégica determinando por categorias:

I.- que corresponde al grado del anillo fibroso, predomino en los 5 discos el
patrén 1. que corresponde al patron normal de ldminas de fibrocartilago (en
forma U en la cara posterior y ligeramente convexa en la cara anterior) sin fibras

rotas y sin aspecto serpentino en ninguna parte del anillo.

Il.- que corresponde al limite entre el anillo fibroso y el nucleo pulposo
grado, se presentd en 1 disco el grado 1. que corresponde grado normal y en

4 discos el grado 2. que corresponde a minimamente interrumpido.

lll.- que corresponde a la celularidad del nucleo pulposo grado, se present6
en los 2 discos el grado 1. que corresponde a celularidad normal con grandes

vacuolas en la estructura gelatinosa de la matriz y en 1 disco el grado 2. que
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corresponde a minimamente interrumpido y 2 discos el grado 3. que
corresponde a disminucion moderada/grave (50 %) del nUmero de células y sin

vacuolas.

IV.- que corresponde a la matriz del nucleo pulposo clasificacion, se
presentd en los 3 discos la clasificacion 2. que corresponde a ligera
condensacion de la matriz extracelular y 2 discos el grado 3 que corresponde

a condensacion moderada/grave de la matriz extracelular.

Determinando que el disco lesionado/tratado con intervencion e infiltrado con
PRP mantuvo caracteristica muy variables tendiendo a conservar
caracteristicas de proceso degenerativo en los discos del Grupo A 3 L/T
encontrandose una suma muy constante, correspondiendo en 1 disco 6 puntos
(1 puntos en 2 categoria I,Ill y 2 puntos en 2 categorias I1,1V), otros 2 discos 7
puntos (1 disco 1 puntos en 2 categorias I,Ill y 2 puntos en 1 categoria Il y 3
en 1 categoria IV y 1 disco 1 punto en 2 categoria I,Il y 2 puntos en 1 categoria
lll'y 3 puntos en 1 categoria IV) en el 2 disco (1 punto en 1 categorias | y 2
puntos en 2 categorias 1,1V y 3 puntos en 1 categoria Ill), encontrandose pobre

efecto regenerativo en esta intervencion.
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Grupo A (PRP)

B Lesionado
B Sano
B Lesionado/Tratado

I. Grado del anillo fibroso

Il. Limite anillo fibroso y niicleo pulposo
lll. Celularidad del nicleo pulposo

IV. Matriz del ndcleo pulposo

123 123 123 123 123 123 123% 123 123% 123 123 123

v [ m v I n v

Patron

Grafica 1 L2-L3 L una degeneracion moderada a severa con una puntuacién que va 8 — 12
puntos. L3-L4 S conservé caracteristicas normales con un puntaje de 4 en todo estado normal.
L4-L5 L/T mejoria respecto con el disco L/no T, pero sin alcanzar la normalidad del tejido discal

con puntuacién entre 6-7 puntos.
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6.2 GRUPO B PRP/CONDROCITOS

BS

B LT

Figura 2. Evaluacion histolégica de discos intervertebrales del Grupo B. Las imagenes
capturan la arquitectura del tejido en diferentes grados de aumento (4x, 10x, 40x), resaltando la
diversidad en la morfologia y estructura celular tanto en los discos lesionados como en los
sanos y aquellos tratados con PRP y condrocitos. Se observan variaciones en la integridad del
anillo fibroso, irregularidades en las lagunas cartilaginosas y alteraciones en la matriz
extracelular, evidenciando los efectos combinados de la lesion y el tratamiento subsiguiente. (L:

Lesionado, S: Sano, L/T: Lesionado y Tratado) Tincion H&E.
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Grupo B que corresponde a PRP+Condrocitos, plasma rico en plaguetas con

condrocitos.

6.2.1 El disco de L2-L3 disco lesionado bajo puncion dirigida por
fluoroscopia, sometido a desarrollar el proceso degenerativo, de acuerdo con la
escala de clasificacion histologica determinandose las categorias:

I.- que corresponde al grado del anillo fibroso, predomino en 1 disco el
patron 2. de fibras rotas o serpenteadas en menos del 30 % del anillo y en 4
discos predomino el patron 3. de fibras rotas o serpenteadas en mas del 30

% del anillo.

Il.- que corresponde al limite entre el anillo fibroso y el nucleo pulposo

grado, se presenté en 2 discos el grado 2. que corresponde a minimamente
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interrumpido y en 3 discos el grado 3. que corresponde a interrupcion

moderada/grave.

[ll.- que corresponde a la celularidad del nlcleo pulposo grado, se presentd
en 3 discos el grado 2. que corresponde a ligera disminucion en el nUmero de
células y menos vacuolas y en 2 discos el grado 3. que corresponde a

disminucién moderada/grave (50 %) del nUmero de células y sin vacuolas.

IV.- que corresponde a la matriz del nucleo pulposo clasificaciéon, se
presentd en los 5 discos la clasificacion 3. Que corresponde a condensacion

moderada/grave de la matriz extracelular.

Determinando que la intervencion desarroll6 un grado importante de
degeneracién de los discos del Grupo B 1 L encontrdndose una suma muy
constante, correspondiendo a 4 disco 11 puntos (2 discos 3 puntos en 3
categoria L,II,IV y 2 puntos en 1 categoria lll y 2 discos 3 puntos en 3 categorias
LILIV y 2 puntos en 1 categoria Il), y 1 disco 10 (3 puntos en 2 categorias II,IV
y 2 puntos en 2 categoria I,lll) correspondiendo a uno discos severamente

degenerados.

6.2.2 El disco de L3-L4 disco sano, conservandose como control no
puncionado, de acuerdo con la escala de clasificacion histolégica determinando

por categorias:

I.- que corresponde al grado del anillo fibroso, predomino en los 5 discos el
patrén 1. Que corresponde al patrén normal de laminas de fibrocartilago (en
forma U en la cara posterior y ligeramente convexa en la cara anterior) sin fibras

rotas y sin aspecto serpentino en ninguna parte del anillo.
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Il.- que corresponde al limite entre el anillo fibroso y el nucleo pulposo
grado, se presento en 1 disco el grado 1. que corresponde grado normal y en

4 discos el grado 2. que corresponde a minimamente interrumpido.

lll.- que corresponde a la celularidad del nucleo pulposo grado, se present6
en los 4 discos el grado 1. que corresponde a celularidad normal con grandes
vacuolas en la estructura gelatinosa de la matriz y en 1 disco el grado 2 que

corresponde a ligera disminucion en el numero de células y menos vacuolas

IV.- que corresponde a la matriz del nucleo pulposo clasificacion, se
presentd en los 5 discos la clasificacién 1. Que corresponde al aspecto

gelatinoso normal.

Determinando que el disco sin intervencidn mantuvo caracteristicas normales
en los discos del Grupo B 2 S encontrandose una suma muy constante,
correspondiendo en 2 disco 4 puntos (1 puntos en las 4 categorias)
correspondiendo a un disco normal, y 2 discos 5 puntos (1 puntos en 3
categorias IIlI,IV y 2 puntos en 1 categoria Il) y 1 disco 6 puntos (1 punto 2
categorias LIV y 2 puntos 2 categorias Il,lll) tendiendo a conservar

caracteristicas normales en estos ultimos discos.

6.2.3 El disco de L4-L5 disco lesionado/ tratado, que corresponde al disco
que se punciond y a las 8 semanas se infiltr6 con PRP+condrocitos y a las 8
semanas se obtiene la pieza para su estudio histologico, de acuerdo con la
escala de clasificacion histolégica determinando por categorias:

I.- que corresponde al grado del anillo fibroso, predomino en los 5 discos el
patron 1. que corresponde al patron normal de laminas de fibrocartilago (en
forma U en la cara posterior y ligeramente convexa en la cara anterior) sin fibras

rotas y sin aspecto serpentino en ninguna parte del anillo.
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Il.- que corresponde al limite entre el anillo fibroso y el nucleo pulposo
grado, se presentd en 3 disco el grado 1. que corresponde grado normal y en 2

discos el grado 2. que corresponde a minimamente interrumpido.

lll.- que corresponde a la celularidad del nucleo pulposo grado, se present6

en los 5 discos el grado 2. que corresponde a minimamente interrumpido.

IV.- que corresponde a la matriz del nacleo pulposo clasificacion, se
presentd en los 5 discos la clasificacion 2. que corresponde a ligera

condensacion de la matriz extracelular.

Determinando que el disco lesionado/tratado con intervencién e infiltrado con
PRP+condrocitos, mantuvo caracteristica muy variables tendiendo a
conservar caracteristicas de proceso degenerativo en los discos del Grupo
B 3 L/T encontrdndose una suma muy constante , correspondiendo en 2 disco
7 puntos (1 puntos en la categoria |, y 2 puntos en las categorias Il,111,1V), otros
3 discos 6 puntos (1 puntos en 2 categorias I,1l y 2 puntos en categoria 1ll,1V)
en el otro disco (1 punto en 2 categorias I,Il y 2 puntos en 2 categoria Il1,1V),

encontrandose tendencia al efecto regeneracion.
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Grupo B (PRP/Condracitos)
6m Il Lesionado

B Sano
B Lesionado/Tratado
4.
c |. Grado del anillo fibroso
Il. Limite anillo fibroso y nicleo pulposo
Lo lll. Celularidad del niicleo pulposo
IV, Matriz del ndcleo pulposo
(-
123 123% 123 123 123% 123 123 123 123% 123 123 123
| Il m v Il vl l 1| —"
Patron

Grafica 2 L2-L3 L una degeneracion severa con una puntuacion en 4D de 11 puntos y 1D de
10 puntos. L3-L4 S conservd caracteristicas normales con un puntaje general consistente y
variando de 4-6 puntos. L4-L5 L/T mejoria respecto con el disco L/no T, pero sin alcanzar la

normalidad del tejido discal con puntuacién entre 6-7 puntos.
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6.3 GRUPO C PRP / CMMS

Figura 3. Andlisis histolégico de discos intervertebrales del Grupo C, tratados con PRP y
CMMs. Las imagenes representan la composicion celular y la arquitectura de la matriz en
discos lesionados, sanos y lesionados tratados (4x, 10x, 40x). Se observa la organizacion de los
haces fibrocolagenosos, la densidad y morfologia de las células en el nicleo pulposo, asi como
las diferencias en la matriz extracelular después del tratamiento. Estos hallazgos detallan las
alteraciones y la respuesta al tratamiento en el tejido discal. (L: Lesionado, S: Sano, L/T:

Lesionado y Tratado) Tincion H&E.
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Grupo C que corresponde a PRP+CMMs, plasma rico en plaguetas con

células madres mesenquimales.

6.3.1 El disco de L2-L3 disco lesionado bajo punciéon dirigida por
fluoroscopia, sometido a desarrollar el proceso degenerativo, de acuerdo con la

escala de clasificacion histologica determinandose las categorias:

I.- que corresponde al grado del anillo fibroso, predomino en 3 discos el
patréon 2. de fibras rotas o serpenteadas en menos del 30% del anillo y en 2
discos predomino el patron 3. de fibras rotas o serpenteadas en mas del 30%

del anillo.
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Il.- que corresponde al limite entre el anillo fibroso y el nucleo pulposo
grado, se presenté en 3 discos el grado 2. que corresponde a minimamente
interrumpido y en 2 discos el grado 3. que corresponde a interrupcion
moderada/grave.

lll.- que corresponde a la celularidad del nucleo pulposo grado, 5 discos el
grado 3. que corresponde a disminucion moderada/grave (50%) del nUmero de

células y sin vacuolas.

IV.- que corresponde a la matriz del nucleo pulposo clasificacién, se presentd
en los 5 discos la clasificacion 3. Que corresponde a condensacion

moderada/grave de la matriz extracelular.

Determinando que la intervencion desarroll6 un grado importante de
degeneracién de los discos del Grupo C 1 L encontrdndose una suma muy
constante, correspondiendo a 2 disco 12 puntos (2 discos 3 puntos en 3

categoria I, II, Ill, 1V,) y 3 disco 10 puntos (2 puntos en 2 categorias I, Il, y 2
puntos en 2 categoria lll, 1V) correspondiendo a uno discos severamente
degenerados.

6.3.2 El disco de L3-L4 disco sano, conservandose como control no
puncionado, de acuerdo con la escala de clasificacion histolégica determinando

por categorias:

I.- que corresponde al grado del anillo fibroso, predomino en los 5 discos el
patrén 1. Que corresponde al patrén normal de laminas de fibrocartilago (en
forma U en la cara posterior y ligeramente convexa en la cara anterior) sin fibras

rotas y sin aspecto serpentino en ninguna parte del anillo.

91



Il.- que corresponde al limite entre el anillo fibroso y el nucleo pulposo
grado, se presento en 2 disco el grado 1. que corresponde grado normal y en

3 discos el grado 2. que corresponde a minimamente interrumpido.

lll.- que corresponde a la celularidad del nucleo pulposo grado, se presentd
en los 3 discos el grado 1. que corresponde a celularidad normal con grandes
vacuolas en la estructura gelatinosa de la matriz y en 2 disco el grado 2 que

corresponde a ligera disminucion en el numero de células y menos vacuolas

IV.- que corresponde a la matriz del nucleo pulposo clasificacion, se
presentd en los 5 discos la clasificacién 1. Que corresponde al aspecto

gelatinoso normal.

Determinando que el disco sin intervencidn mantuvo caracteristicas normales
en los discos del Grupo C 2 S encontrandose una suma muy constante,
correspondiendo en 1 disco 4 puntos (1 puntos en las 4 categorias)
correspondiendo a un disco normal, y 3 discos 5 puntos (2 discos 1 puntos en
3 categorias LIILIV y 2 puntos en 1 categoria Il y 1 disco 1 punto en 3
categorias I,I1,IV y 2 puntos en 1 categoria Ill) y 1 disco 6 puntos (1 punto 2
categorias I,IV y 2 puntos 2 -categorias Il,Ill) tendiendo a conservar

caracteristicas normales en estos ultimos discos.

6.3.3 El disco de L4-L5 disco lesionado/ tratado, que corresponde al disco
que se puncioné y a las 8 semanas se infiltr6 con PRP+CMMs y a las 8
semanas se obtiene la pieza para su estudio histologico, de acuerdo con la

escala de clasificacion histologica determinando por categorias:

I.- que corresponde al grado del anillo fibroso, predomino en los 5 discos el
patron 1. que corresponde al patron normal de laminas de fibrocartilago (en
forma U en la cara posterior y ligeramente convexa en la cara anterior) sin fibras

rotas y sin aspecto serpentino en ninguna parte del anillo.
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Il.- que corresponde al limite entre el anillo fibroso y el nucleo pulposo
grado, se presenté en 3 disco el grado 1. que corresponde grado normal y en

2 discos el grado 2. que corresponde a minimamente interrumpido.

lll.- que corresponde a la celularidad del nucleo pulposo grado, se present6
en los 3 discos el grado 2. que corresponde a minimamente interrumpido y 2
discos el grado 3 que corresponde disminucion moderada/grave (50%) del

namero de células y sin vacuolas.

IV.- que corresponde a la matriz del ndcleo pulposo clasificacion, se
presentd en los 3 discos la clasificaciéon 2. que corresponde a ligera
condensacion de la matriz extracelular y 2 discos la clasificacion 3 que

corresponde a condensacion moderada/grave de la matriz extracelular.

Determinando que el disco lesionado/tratado con intervencién e infiltrado con
PRP+CMMs, mantuvo caracteristicas muy variables tendiendo a conservar
caracteristicas de proceso degenerativo en los discos del Grupo C 3 L/T
encontrdndose una suma muy constante, correspondiendo en 4 disco 7 puntos
(3 discos 1 puntos en la categoria 1,1l y 3 discos 2 puntos en las categorias
ILILIV y 2 discos 3 puntos en las categorias IIl,1V), 1 discos 8 puntos (1 puntos
en 2 categorias 1,1l y 3 puntos en 2 categoria IIl,IV), encontrandose pobre

efecto regenerativo en esta intervencion pero tendiendo alaregeneracién.
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Grafica 3 L2-L3 L una degeneracién severa con una puntuacién en 2D de 12 puntos y 3D de
10 puntos. L3-L4 S conservd caracteristicas normales con un puntaje general consistente y
variando de 4-6 puntos. L4-L5 L/T mejoria respecto con el disco L/no T, pero sin alcanzar la

normalidad del tejido discal con puntuacién entre 6-8 puntos.

6.4 Resultados Estadisticos

En el presente estudio, se empled una muestra de 15 conejos, distribuidos en
tres grupos de 5 cada uno. A cada conejo se le indujo una lesion en dos discos
intervertebrales, y posteriormente, los grupos fueron sometidos a diferentes
tratamientos: el primer grupo recibié plasma rico en plaguetas (PRP), el
segundo grupo fue tratado con PRP y condrocitos, y el tercer grupo fue tratado
con PRP y células madre (CMMs). Luego de la aplicaciéon de los tratamientos,
se procedio a la eutanasia de los conejos, seguida de la evaluacion histolégica
de los dos discos intervertebrales lesionados, asi como de un disco

intervertebral sano adyacente a estos.
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Los resultados presentados en la Tabla 1 muestran una comparacion de los
puntajes obtenidos en los discos intervertebrales evaluados entre los tres
grupos de tratamiento. En los discos intervertebrales sanos, los puntajes
histologicos promedio variaron entre 4.4 y 5 para los tres grupos, sin observarse
diferencias estadisticamente significativas (p=0.42). En los discos lesionados y
no tratados, los valores promedio oscilaron entre 10 y 10.8 para los grupos
(p=0.46). Por otro lado, en los discos lesionados y tratados, ya sea con PRP
solamente, PRP y condrocitos, o PRP y CMMs, los valores promedio variaron
entre 6.4y 7.2 (p=0.11).

Al analizar las diferencias entre los discos intervertebrales (sanos, lesionados y
lesionados con tratamiento) dentro de cada grupo, se encontraron diferencias
estadisticamente significativas (p<0.001). Los puntajes promedio para la
integridad histologica fueron de 4.73+0.70 para los discos sanos, 10.53+1.12

para los discos lesionados y 6.93+0.70 para los discos lesionados y tratados.

En la comparacién entre los grupos, se observaron diferencias significativas
entre todos ellos. La puntuacion de los discos sanos difirid tanto de la
puntuacién de los discos lesionados sin tratamiento como de la puntuacion de
los discos lesionados con tratamiento. Asimismo, los discos lesionados sin
tratamiento difirieron de los discos lesionados con tratamiento, siendo estos

altimos incapaces de alcanzar los valores de los discos sanos.

Se demostré diferencias significativas en la integridad histolégica de los discos
intervertebrales tratados y no tratados en los tres diferentes grupos de
tratamiento, lo que sugiere un efecto beneficioso de los tratamientos con PRP,
condrocitos y células madre en comparacion con los discos lesionados no

tratados.
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Tabla 1. Calificacion obtenida entre los grupos tres tratamientos

empleados
Calificacion
Disco Disco lesionado Disco lesionado y .
sano n=15 n=15 tratado n=15
Grupo PRP 4.4+0.54a 10+1.5° 7.2+.83°¢ <.001
PRP-+condrocitos 4 8+0.83a  10.8+.44b 6.4+.54¢ <.001
PRP+CMMs
5+0.7a 10.8+1.09P 7.2+.44°¢ <.001
p 0.42 0.46 0.11

PRP, Plasma rico en plaquetas; CMMs, Células Madre...
Cada super indice indica diferencia entre cada subgrupo.
T ANOVA de un factor, comparando la calificacion obtenida entre los tipos de disco evaluados

F ANOVA de un factor, comparando la calificacidon obtenida entre los grupos de tratamiento

Los discos sanos en los tres grupos mantuvieron puntuaciones histologicas
consistentes y no mostraron diferencias significativas, lo que era de esperarse
ya gue no estaban sujetos a la intervencion. Este dato sirve como una linea de
base para la integridad del disco en condiciones normales. En los discos
lesionados no tratados, las puntuaciones también fueron consistentes y no
mostraron diferencias significativas entre los grupos, lo que establece la
homogeneidad del dafio inducido en el disco antes del tratamiento. Este es un
punto crucial para validar la comparabilidad de los resultados posteriores al
tratamiento. La variabilidad en las puntuaciones en los discos tratados indica
gue los tratamientos tuvieron un efecto diferencial. Los grupos tratados con
PRP y PRP+condrocitos mostraron una tendencia hacia una mejor puntuacion
comparada con los discos lesionados no tratados, lo que sugiere un efecto
beneficioso en la integridad histolégica del disco. Sin embargo, es notable que,
aunque se observd mejora, ninguno de los tratamientos restaur6

completamente la puntuacion histologica a los niveles de un disco sano.
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6.5 Analisis molecular

La RT-gPCR cuantitativa demostr6 que todos los tratamientos alteraron la
expresion de COL2A1 y COL10A1 en comparacion con los controles de lesion
(L2-L3). En el grupo de condrocitos con PRP, COL2A1 en los discos tratados
(L4-L5) aument6 de 1,03 +0,12 a 2,37 £0,14 (p = 0,002), lo que corresponde a
un aumento de 2,3 veces, mientras que COL10Al disminuy6 de 1,05 +0,06 a
0,41 0,05 (p = 0,003), un nivel 0,4 veces mayor en comparaciéon con los
controles de lesion (Figura 7). En comparacion con los controles sanos (L3-L4;
COL2A1 = 3,08 #0,17; COL10Al = 0,22 %0,04), los discos tratados con
condrocitos PRP alcanzaron 2,37 £0,14 para COL2A1 (0,77 veces superior al
de los sanos; p = 0,010) y 0,41 +0,05 para COL10A1 (1,9 veces superior al de
los sanos; p = 0,030). El protocolo PRP-MSC indujo la expresion de COL2A1 a
un nivel de 1,82 +0,11 en los discos tratados, lo que representa un aumento de
1,9 veces con respecto a los controles con lesion (0,98 +0,11; p = 0,010), y
redujo COL10Al1 a 0,62 +0,05 (0,61 veces frente a los controles con lesién a
1,02 £0,05; p = 0,015). En comparacion con los discos sanos, COLAL en este
grupo fue 0,62 veces mayor (1,82 +0,11 frente a 2,95 £0,16; p = 0,005),
mientras que COL10Al fue 2,9 veces mayor (0,62 +0,05 frente a 0,19 +0,03; p
=0,008).
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Figura 7. Expresion relativa del ARNm de COL2A1 y COL10A1l en discos intervertebrales
tratados con PRP, PRP + células madre mesenquimales (MSC) o PRP + condrocitos. Los datos
representan la media £+ DE (n = 5). Los niveles de expresion se normalizaron con B-actina y se
calibraron con respecto a los controles de lesidon (L2-L3) mediante el método 2"-AACt. El
tratamiento con PRP + condrocitos presentdé la mayor expresién de COL2A1 y la menor
expresién de COL10A1 entre los grupos. Para el analisis estadistico, se realizé un ANOVA de
una via seguido de la prueba post hoc de Tukey. Se muestran los valores p para las

comparaciones significativas entre grupos.

El PRP solo produjo una elevacion modesta en COL2A1 a 1,29 +0,11 (1,3
veces frente a los controles de lesion a 1,01 £0,10; p = 0,080) y disminuyd
COL10A1 a 0,79 0,06 (0,80 veces frente a los controles de lesion a 0,99 +0,05;
p = 0,040). En comparacion con los discos sanos, la expresion de COL2A1 fue
0,43 veces mayor (1,29 0,11 frente a 3,02 +0,14; p < 0,001), mientras que la
de COL10A1 fue 4,4 veces mayor (0,79 £0,06 frente a 0,18 +0,04; p < 0,001).

La comparacion intergrupal de los discos tratados confirmé diferencias

significativas en la expresion de marcadores. Para COL2A1, los valores medios
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fueron 2,37 +0,14 (PRP-condrocitos), 1,82 0,11 (PRP-MSC) y 1,29 #0,11
(PRP) (ANOVA unidireccional, F (2,12) = 56,8, p < 0,0001; post hoc de Tukey:
PRP-condrocitos > PRP-MSC, p = 0,002; PRP-MSC > PRP, p < 0,0001). Para
COL10A1, los valores medios fueron 0,41 #0,05, 0,62 +0,05 y 0,79 0,06,
respectivamente (ANOVA unidireccional, F (2,12) = 28,3, p < 0,0001; post hoc
de Tukey: PRP-condrocitos < PRP-MSC, p = 0,010; PRP-MSC < PRP, p <
0,0001). Estos resultados indican que el PRP combinado con condrocitos
produjo el perfil condrogénico mas favorable y la menor expresion de

marcadores hipertréficos, en concordancia con los hallazgos histologicos.
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CAPITULO VII

7 DISCUSION

Este estudio evaluo la eficacia reparadora de tres estrategias biolégicas (PRP
solo, PRP combinado con condrocitos y PRP combinado con células madre
mesenquimales) en la regeneracién del disco intervertebral (DIV) en un modelo
de lesion discal en conejos. Los resultados histolégicos se complementaron con
un perfil molecular especifico mediante RT-gPCR cuantitativa de marcadores
condrogénicos e hipertroficos claves (COL2A1 y COL10A1), lo que proporciono

un contexto mecanistico a las observaciones a nivel tisular.

Histologicamente, el PRP produjo mejoras variables en los discos tratados (L4-
L5) en comparacion con los controles lesionados (L2-L3), sin restaurar
completamente la integridad estructural y celular del nucleo pulposo y el anillo
fibroso. Estos hallazgos concuerdan con trabajos previos que demuestran que,
si bien el PRP puede estimular la proliferacion celular y la sintesis de la matriz
extracelular, el resultado del tratamiento depende de la gravedad de la lesion, la
formulacion y los parametros de administracion [15,16]. Las fuentes de
variabilidad probablemente incluyen la heterogeneidad en la composicion del
PRP, la gravedad basal de la lesion y las respuestas biologicas interindividuales
[17,18].

A nivel molecular, el PRP indujo solo cambios parciales, en consonancia con un
estudio previo de puncion anular en el que el PRP autélogo aumenté COL2A1
sin un aumento concomitante de COL10Al, lo que sugiere un efecto

condrogénico moderado sin promover la hipertrofia [19].
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En conjunto, el PRP por si solo confiere beneficios histologicos y moleculares
parciales, pero podria ser insuficiente para la regeneracion completa del DIV en
este modelo [15-19].

El PRP combinado con condrocitos resultd en una reparacion estructural mas
consistente, incluyendo la normalizacion de las laminas del fibrocartilago, en

consonancia con el potencial reparador de las células derivadas del cartilago.

La literatura existente respalda la justificacion de la combinacion de PRP con
condrocitos para restaurar la matriz extracelular (ECM) similar al cartilago [20-
23] y destaca la posible sinergia en las construcciones celulares de PRP para la
reparacion del cartilago [24,25], en consonancia con estrategias mas amplias
para abordar las causas de la degeneracién del DIV mas alla del alivio
sintomatico [26]. Nuestro analisis molecular confirmé estas mejoras: la
expresion de COL2A1 aumentd, mientras que COL10Al disminuy6é hasta
alcanzar los niveles observados en discos sanos, lo que refleja la evidencia de
modelos caninos de trasplante de disco-condrocitos, donde las células
promovieron la sintesis de colageno tipo Il sin hipertrofia excesiva [27]. En
conjunto, estos datos e informes previos respaldan la terapia con PRP y
condrocitos como una estrategia prometedora para la reparacion del disco [20-
27].

De igual manera, el PRP combinado con MSC mejoroé la reparacion del disco en
comparacién con controles lesionados, lo que concuerda con estudios previos
ex Vivo e in vivo que muestran que el PRP potencia la condrogénesis de MSC y
la deposicion de matriz en entornos similares al disco [28]. El grado de
regeneracion parece depender del contexto, influenciado por la gravedad de la
lesion, el fenotipo de las MSC y las sefiales microambientales [29]. A nivel
molecular, los discos tratados con PRP-MSC demostraron una mejora en el

equilibrio COL2A1/COL10A1 en relacién con la lesion, en consonancia con los
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efectos antidegenerativos descritos previamente en modelos de conejo [30] y en

la literatura mas amplia sobre MSC [28,29].

En general, ambas estrategias de combinacion superaron al PRP solo en los
resultados histologicos y moleculares, lo que respalda una interaccion sinérgica
entre el PRP y las células reparadoras [20-26,28,29]. Nuestros hallazgos
integrados abogan por enfoques combinados que combinen formulaciones
optimizadas de PRP con terapias celulares. Si bien estudios previos han
explorado el uso de condrocitos 0 MSC solos para la regeneracion de discos
[27-30], nuestro disefio experimental no incluyé grupos con células
administradas sin PRP. Esta fue una eleccion deliberada, ya que la hipotesis
central del presente estudio era evaluar los posibles efectos sinérgicos de la
combinacion de PRP con células reparadoras. Reconocemos que esto limita las
comparaciones directas con terapias solo con células, lo cual deberia abordarse

en futuras investigaciones.

Sin embargo, con base en nuestros hallazgos y la evidencia previa, las
estrategias combinadas pueden ofrecer claras ventajas sobre el PRP solo al
mejorar la sintesis de la matriz extracelular, mantener un fenotipo condrogénico
y reducir la deriva hipertrofica, mejorando asi potencialmente los resultados

clinicos en pacientes con degeneracion discal.

Los enfoques combinados pueden ofrecer ventajas clinicas sobre el PRP solo
en pacientes con degeneracion discal. Si bien el PRP proporciona una
liberacion rapida pero transitoria de factores de crecimiento, sus efectos pueden
disminuir a medida que persiste el entorno degenerativo. Por el contrario, los
condrocitos adjuntos o las células madre mesenquimales (CMM) pueden
mantener la sintesis de la matriz y ejercer actividad inmunomoduladora
paracrina, lo que ayuda a mantener un fenotipo condrogénico y reducir la deriva

hipertréfica.
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Estos mecanismos pueden prolongar el beneficio terapéutico mas alla del
logrado con el PRP solo. Clinicamente, estas estrategias combinadas podrian
proporcionar un alivio mas duradero de los sintomas y una reparacion
estructural, lo que representa un posible avance en comparacién con las

intervenciones que solo contienen PRP.

La variabilidad interestudio e intraestudio probablemente refleje diferencias en
la composicion del PRP (contenido de plaquetas/leucocitos, activacion), la
gravedad de la lesion, el fenotipo celular y la dosis, y la cinética de
administracion [17,18,29]. En el futuro, los enfoques para la estandarizacién de
la preparacion del PRP, la caracterizacion celular rigurosa y el ajuste de la
mecénica de los transportadores pueden reducir la varianza y mejorar la
magnitud del efecto [15,16,20,21,24-26]. Basandose en la integracion actual de
la histologia con la RT-gPCR, los trabajos futuros deberian ampliar los criterios
de valoracion moleculares evaluados (p. €j., agrecano y COL1A1l, mediadores
inflamatorios y catabdlicos) e incluir biomarcadores a nivel de proteina y de
imagen para fortalecer las inferencias mecanicistas [28-30]. Seran importantes
cohortes mas amplias y estudios de determinaciéon de dosis para definir las
concentraciones o6ptimas de PRP y el nimero de células, asi como para
comparar las MSC derivadas de tejido adiposo con las derivadas de médula
0sea en condiciones estandarizadas [28,29]. En ultima instancia, la optimizacién
preclinica deberia preceder a los estudios translacionales que evalian la
seguridad, la dosificacion y las vias de administracion en entornos clinicamente

relevantes.

Los analisis estadisticos sugirieron que la infiltracion de PRP, ya sea sola o en
combinaciéon con condrocitos o MSC, mejoré significativamente la integridad
histologica de los discos intervertebrales lesionados en comparacion con los
discos lesionados no tratados. Aunque no se observaron diferencias
estadisticamente significativas entre los grupos tratados y los discos sanos, los

tratamientos con PRP-condrocitos. CONCLU PRP-MSC mejoraron las
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puntuaciones hacia valores saludables, lo que sugiere los beneficios
regenerativos de estas intervenciones. Estos hallazgos respaldan estudios
previos que informan sobre los efectos positivos del PRP y las células madre en
la regeneracion tisular y se alinean con la hipotesis de que la combinacion de
factores de crecimiento y células puede mejorar la reparacion del DIV [29]. Es
importante destacar que la variabilidad en las puntuaciones entre los discos
lesionados y tratados sugiere que factores individuales pueden influir en la
respuesta al tratamiento, lo que subraya la necesidad de mayor investigacion
enfocada en optimizar las terapias y personalizar la modalidad de tratamiento
para cada caso. Los tratamientos con PRP, ya sea solo 0 en combinacién con
condrocitos o células madre mesenquimales (CMM), parecen conferir beneficios
regenerativos en los discos lesionados en el modelo de conejo considerado. Sin
embargo, la variabilidad observada indica que la regeneracion completa del DIV

es compleja y podria requerir un enfoque mas personalizado.
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CAPITULO VI

8 CONCLUSIONES

Los tratamientos con PRP, tanto solos como en combinacion con condrocitos o
células madre mesenquimales (MSC), no solo mejoraron las puntuaciones
histoldgicas, sino que también indujeron un claro cambio molecular hacia un
fenotipo mas regenerativo, como lo demuestra la sobreexpresion del marcador
condrogénico COL2A1 y la desregulacién del marcador hipertrofico COL10AL.
Cabe destacar que el protocolo PRP-condrocitos produjo las mejoras mas
pronunciadas tanto a nivel tisular como de expresién génica, mientras que el
PRP-MSC produjo beneficios intermedios y el PRP solo provocd cambios mas
moderados. Sin embargo, incluso las respuestas mas fuertes no lograron
restaurar por completo las caracteristicas sanas del disco, lo que subraya que la
regeneracion del disco intervertebral sigue siendo un desafio complejo vy
multifactorial que probablemente requiere combinaciones precisas de

parametros celulares, moleculares y de administracion.

Este estudio destaca el potencial de las terapias regenerativas en la reparacion
del disco intervertebral, lo que podria contribuir significativamente a futuras
estrategias de tratamiento para enfermedades discogénicas. La investigacion
continua, dirigida a optimizar las formulaciones de PRP, refinar las propiedades
de las MSC vy los condrocitos, y estandarizar los protocolos de administracion,
sera esencial para maximizar los resultados terapéuticos y garantizar una

traduccion clinica reproducible.

Si bien este estudio presenta ciertas limitaciones, también define valiosas
oportunidades para futuras investigaciones. El tamafo relativamente pequefio

de la muestra refleja la naturaleza exploratoria de este trabajo preclinico, pero
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aun asi arrojé tendencias histolégicas y moleculares consistentes. Asimismo, la
ausencia de grupos tratados solo con condrocitos o MSC limitdo las
comparaciones directas respecto a sus efectos aislados, pero nos permitié
centrarnos en el comportamiento sinérgico de las combinaciones de células y
PRP, que fue la hipdtesis central de este estudio. Finalmente, si bien los
presentes resultados se obtuvieron en un modelo de conejo a corto plazo,
proporcionan una solida base biolégica para estudios translacionales
posteriores. Se espera que la ampliacion de la duracion, el tamafio de la
muestra y la inclusion de controles solo con células en futuros experimentos
contribuyan a validar y extender estos alentadores hallazgos hacia la aplicacion

clinica.
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