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1. INTRODUCCION

1.1. Enfermedad degenerativa lumbar

Los trastornos degenerativos de la columna lumbar son prevalentes, afectan a
la calidad de vida y constituyen un problema sanitario relevante para la
poblacion general.

Esta patologia produce sintomas incapacitantes en la columna y en los
miembros inferiores que provocan pérdida de dias de trabajo, discapacidad
permanente y secuelas psicoldgicas. La evolucién cientifica ha proporcionado a
los cirujanos ortopédicos algoritmos para prescribir un tratamiento quirargico o
no quirdrgico en patologias frecuentes como la hernia discal, la estenosis de
canal vertebral y el dolor discogeno, responsables de la mayoria de los casos

de dolor lumbar.

1.1.1. Epidemiologia

La osteoartrosis es responsable del 50% de las enfermedades cronicas en la
poblacién envejecida y en los proximos afios se espera que su incidencia sea

mayor?.

El proceso degenerativo del raquis es un problema de salud frecuente, que en
muchas ocasiones evoluciona a la cronicidad con un dificil tratamiento, que
genera en el paciente frustracién y que puede llegar a afectar a sus actividades

basales de la vida diaria y a su independencia.

Esta patologia se manifiesta como dolor lumbar y se estima que entre el 70-
85% de toda la poblacién estadounidense sufren algun episodio de lumbalgia
en algun momento de su vida, aunque solo el 1% precisa tratamiento a largo
plazo. La incidencia anual del dolor lumbar en los adultos es del 15%, aunque

la prevalencia puntual es del 30%.
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Asi mismo, la lumbalgia afecta con la misma frecuencia a ambos sexos y
puede presentarse en todos los grupos de edad. No obstante es mas frecuente
en las personas de 35 a 50 afios de edad y constituye la causa principal de
discapacidad en menores de 50 afios. Los cambios degenerativos en la
columna vertebral son prevalentes en todos los grupos de edad y estan
presentes en mas del 75% de las personas mayores de 60 afios?.

El 40% del dolor lumbar crénico esta originado en el disco intervertebral, y se
incrementa con la edad (3% en pacientes menores de 30 aflos y 80% en

mayores de 40 anos).

1.1.2. Discopatia degenerativa Intervertebral

La discopatia degenerativa lumbar es un proceso progresivo e irreversible que
produce dolor lumbar y/o radicular, siendo una de las causas mas frecuentes

de incapacidad laboral transitoria en la sociedad actualmente.

El proceso de degeneracion discal comienza habitualmente en la tercera
década de la vida. Dicha degeneracion discal se caracteriza por un descenso
de la concentracion de proteoglicanos que conlleva una pérdida de la
hidratacion, una disminucion del nimero de células viables, una disminucion de
los enlaces cruzados de piridinolina y un aumento de los enlaces cruzados de

pentosidina en el interior del disco intervertebral.

En la discopatia degenerativa, el tamafio del anillo fibroso exterior permanece
constante, pero las capas fibrocartilaginosas internas del anillo se lesionan y
expanden. Al avanzar la degeneracion, la altura discal disminuye produciendo
un pinzamiento de espacio discal, desgarros anulares, y en Ultima instancia,

anquilosis a través del segmento lumbar.

El dolor discogeno se refiere clasicamente a la lumbalgia en la linea media
axial sin sintomas radiculares, atribuible a la patologia discal degenerativa,

aunque en algunos pacientes el dolor radicular irradiado puede estar presente.
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Sin embargo, existe una gran controversia en el diagndéstico y el tratamiento de

este transtorno.
1.1.2.1. Etiologia y Fisiopatologia
Las principales causas de lumbalgia se detallan en la tabla 1.

Las causas exactas de la degeneracion discal no se conocen con precision,
existiendo varios factores contribuyentes posibles. Algunas comorbilidades
como la Diabetes Mellitus, la insuficiencia vascular y el tabaquismo, pueden
estar relacionadas con este proceso. Se cree también que la degeneracion
discal tiene un componente genético, pero no se conocen el gen o genes

implicados ni los cambios fisiopatologicos que la justfiquen.

Por lo tanto, esta afeccidn se considera una patologia multifactorial, influida por
una cierta predisposicion genética® y relacionada con diversos factores de
riesgo como el soporte de cargas®, alteraciones autoinmunes®, nutricionales®,
moleculares y celulares’, que llevan a la pérdida celular y a la deshidratacion
del disco y a alteraciones estructurales del mismo comprometiendo su

biomecanica.

Los discos que habitualmente presentan los primeros cambios degenerativos

son L4-L5 y L5-S1. La cascada degenerativa de Kirkaldy-Willis® describe tres

fases generales de degeneracion discal después de una lesién por torsion:

- Fase | (fase disfuncional): Disfuncion considerable causada por la

lumbalgia aguda después de la lesion.

- Fase ll (fase inestable): Periodo prolongado de inestabilidad relativa en

el segmento vertebral concreto, que hace que el paciente sea propenso
a crisis intermitentes de lumbalgia.

- Fase lll (fase de estabilizacidon): Se produce una estabilizacion

segmentaria y se presentan con menos frecuencia episodios de dolor

lumbar.

Al disminuir la altura del disco, cambian las caracteristicas de carga de las

articulaciones facetarias, deteriordndose la capacidad funcional de las capsulas
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articulares facetarias y produciéndose un movimiento andémalo que provoca
degeneracion e hipertrofia de la articulacion facetaria y por consiguiente dolor

en la zona posterior de la columna, el cual es denominado dolor facetario.

Tabla 1. Causas de lumbalgia

Dolor discdgeno, desgarros anulares
Artropatia facetaria

Distension muscular, esguince
Inestabilidad segmentaria
Espondilolistesis

Estructurales Estenosis vertebral

Fractura

Infeccidn (discitis, osteomielitis)
Enfermedades inflamatorias (artritis
reumatoide, espondilitis anquilosante)
Tumores

Endocrinas Osteoporosis
Osteomalacia

Hematologicas Drepanocitosis

Litiasis renal, pielonefritis
Litiasis biliar

Ulcera duodenal
Pancreatitis

Aneurisma de aorta

Extravertebrales Neoplasia retroperitoneal
Endometriosis

Musculoesqueléticas Artropatia sacroiliaca
Coxalgia

Farmacos

Otras Psicégenas
Laborales

Vertebrales

Viscerales

1.1.2.2. Caracteristicas clinicas

El dolor discal o discogeno se describe clasicamente como un dolor profundo
en la zona lumbar baja, de naturaleza mecéanica. Los sintomas empeoran con
la carga axial, mientras que el reposo y el decubito supino pueden provocar
alivio de los mismos. El dolor suele presentarse tanto en flexibn como en
extension del tronco (siendo mas frecuente y caracteristico en flexion), y los
pacientes tienen disminuidos la amplitud de movimiento en comparacién con
los pacientes asintomaticos. Se cree que debido a la inestabilidad en un
segmento producida por la micromovilidad que causa la degeneracién discal,
se produce dolor axial y lumbalgia en estos pacientes, pudiéndose ademas

asociar clinica radicular hacia miembros inferiores.
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1.1.2.3. Diagndstico por imagen

Los primeros estudios de imagen para evaluar el dolor discégeno son las
radiografias simples anteroposterior (AP) y lateral de la columna lumbar. Estas
imadgenes pueden mostrar distintos signos de espondiloartrosis, como
pinzamiento del espacio discal, esclerosis de los platillos, osteofitos marginales,
inestabilidad y degeneracion facetaria.

Las radiografias de la columna lumbar dinamicas, en flexion y extension,
pueden también demostrar signos de inestabilidad o movilidad adicional en un
segmento lumbar, aunque el uso sistematico de estas proyecciones ha sido
cuestionado por el balance riesgo-beneficio que existe entre la radiacion
adicional y la utilidad clinica®.

La resonancia magnética nuclear (RMN) ofrece una imagen mas detallada de

la patologia del disco intervertebral y es muy sensible a los cambios
degenerativos. La alteracion discal interna, que no suele apreciarse en las
radiografias simples, puede diagnosticarse en la RMN por una disminucion de
la intensidad de la sefial en T2, que indica disminucion del contenido del agua,
y puede clasificarse segun la clasificacion de Pfirrmann?® detallada en la Figura
1.

Figura 1. Sistema de clasificacion de Pfirrmann A, B, C, D, E.*°

Con esta técnica de imagen también es posible ver desgarros anulares en
forma de zonas de hipersefial, que es otro signo de alteracion discal interna, y
cambios en el platillo vertebral asociados también a discopatia intervertebral.
Estos cambios se han clasificado en tres tipos segun el tiempo de evolucién de
la degeneracion con la clasificacion de Modic'! como se muestra en la Tabla 2.

De acuerdo a esta clasificacidon existen tres tipos de lesiones:
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- Tipo |I: fisuracion temprana del platillo vertebral -cartilaginoso y
vascularizacion aguda en el interior del hueso subcondral.

- Tipo Il: Degeneracion grasa de la medula adyacente

- Tipo lll: Forma avanzada de artrosis asociada a esclerosis del hueso
subcondral con pérdida de hueso trabecular.

A pesar de que esta técnica de imagen es muy sensible a los cambios
discégenos, es dificil determinar la repercusion clinica de estos signos'® 13, ya
que no existe una correlacion entre los hallazgos radiolégicos y las
caracteristicas e intensidad de la clinica presentada por los distintos tipos de

pacientes.

Estudios epidemioldgicos sobre la relacion entre la espondiloartrosis lumbar y
la lumbalgia, sefialan numerosos factores de confusion, que influyen en los
resultados, como el tabaquismo, pruebas psicométricas anomalas, trastornos
de la personalidad, reclamaciones de compensacion laboral, reclamaciones
judiciales, satisfaccion laboral y habito corporal. Ademas, varios estudios han
intentado correlacionar la presencia de cambios Modic con los sintomas

clinicos, siendo los resultados controvertidos.

Un estudio reciente ha demostrado, que tanto los cambios Modic Tipo |, como
los cambios observados en el segmento L5-S1 estan relacionados, con mas
probabilidad, con sintomas de dolor significativos!4. Estos resultados sugieren
gue los cambios de tipo | pueden representar una fase de alteracion inicial o
aguda de un trastorno doloroso y que mas adelante se estabiliza al progresar la

discopatia degenerativa.

Tabla 2. Clasificacion de Modic de los cambios de sefial en la médula 6sea'*

Cambios en el cuerpo vertebral

Tipos

Tipo | Hiposefal en T1. Hipersefial en T2
Tipo |l Hipersefal en T1. Hipersefial en T2
Tipo Il Hiposefal en T1. Hiposefal en T2
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Por dltimo, la discografia de provocacién se ha utlizado cldsicamente para
confirmar el diagnostico de dolor discogeno, sin embargo existe bastante
controversia, relacionada con la evaluacion de la discografia como técnica
diagnéstica debido a su naturaleza dependiente del operador, a la
heterogenicidad de los pacientes estudiados y a la variabilidad de sintomas

clinicos contradictorios.
1.1.2.4. Tratamiento

Los tratamientos desarrollados para la patologia discal degenerativa, son
medidas paliativas que se basan en el método conservador (terapia fisica,
analgésicos o modificadores de la conducta) y en el tratamiento quirdrgico
(discectomia, descompresion de estructuras nerviosas, artroplastia, artrodesis

vertebral, etc).

El tratamiento considerado “gold estandard” para tratar la patologia
degenerativa del disco, es la artrodesis vertebral cuyo objetivo es eliminar el
movimiento del segmento vertebral afecto!® y mas concretamente, la artrodesis

posterolateral con el uso de injerto 6seo autélogo.

El tratamiento de primera linea de la lumbalgia discégena sigue siendo un

conjunto de medidas no quirdrgicas, como uso de antiinflamatorios, programas

de acondicionamiento fisico, pérdida de peso y rehabilitacion funcional. En la
mayoria de los pacientes dichas medidas suelen ser efectivas en cuanto a la
mejora de los sintomas. La estimulacion nerviosa eléctrica transcutanea, los
protocolos de estimulacion muscular, la traccion y el tratamiento quiropractico,

no han demostrado eficacia al largo plazo en el tratamiento de esta patologia®®.

El tratamiento quirdrgico se considera una opcién de udltimo recurso en el

paciente que presenta sintomas resistentes al tratamiento conservador durante
un periodo de 6 meses. Sin embargo, existen distintas opiniones entre los
expertos respecto a las indicaciones quirdrgicas concretas en el tratamiento de
la discopatia. El tratamiento quirargico clasico, como ya se ha apuntado, es la

fusion lumbar instrumentada o artrodesis vertebral.
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1.2. Tratamiento quirurgico: Fusion del segmento vertebral

La artrodesis o fusion vertebral es la técnica quirdrgica que pretende eliminar la
movilidad intersegmentaria vertebral para contribuir a disminuir el dolor
generado por los micromovimientos en los pacientes que presentan dolor
mecénico producido por patologia degenerativa de las articulaciones
intervertebrales o del disco intervertebral.

1.2.1. Historia

El inicio del empleo de técnicas de fusion vertebral similares a las actuales
comenzd a principios del siglo XX y se atribuye habitualmente a Fred Albee!’ y
Rusell Hibbs'®, ambos en Nueva York, cuyos resultados fueron publicados en
1911. Los procedimientos quirargicos que realizaban se basaban en el empleo
de injertos 0seos autdlogos tomados de la tibia y otros huesos, para lograr la
fusion vertebral en el tratamiento de la deformidad progresiva en casos de

tuberculosis espinal.

La técnica de Albee!’ consistia en realizar unas hendiduras sagitales en las
apofisis espinosas y aplicar un injerto cortical de tibia longitudinalmente en
ellas. Hibbs!® por su parte, realizaba una decorticacion de las laminas con el
objetivo de preparar un lecho de fusién y aplicaba sobre dicho lecho las apdfisis
espinosas fracturadas en su base, formando un puente entre dos laminas
consecutivas decorticadas. Esta técnica presentaba altas tasas de
pseudoartrosis en adultos. Afios mas tarde Hibbs, incorpor6 a su método la

adicion de injerto 6seo obtenido a distancia.

En 1920, Willis Campbell'®, describié el método de fusién trisacra (del sacro
con la quinta vértebra lumbar y con ambos iliacos) para obtener la fusion
sacroiliaca en el tratamiento de la artritis tuberculosa. Se introdujo por primera
vez la utilizacion de injerto éseo sobre las apdfisis transversas vertebrales,

obtenido de tiras de la cresa iliaca.
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En los afios 30, el uso sistematico de injerto de cresta iliaca para la fusion fue
introducido por Ghormley?°, convirtiéndose asi en el procedimiento habitual.
Mercer puso en practica su utilizacion para llevar a cabo la fusion
intersomatica anterior. Posteriormente, Cleveland y Bosworth??, introdujeron la
técnica de injerto autdlogo sobre las apdfisis transversas de un solo lado con el
objetivo de reparar la pseudoartrosis vertebral y poco a poco, mas tarde, se

extendid dicha técnica a ambos lados de la linea media vertebral.

En 1953, Melvin Watkins?® describié el abordaje de las apofisis transversas por
un abordaje lateral a la linea media, a través de la musculatura erectora del

raquis.

Hasta la década de 1930, los cirujanos ortopédicos estuvieron buscando
diversos materiales para llevar a cabo la fijacion 6sea. En 1939, Venable y
Stuck?®* publicaron su trabajo sobre el uso del vitalio (una aleaciéon de cromo y
cobalto) para la fijacion interna del raquis. Previamente Wilson?® habia
desarrollado el uso de una placa atornillada a las apdfisis espinosas como
método de fijacion. En 1944, King?®, publicé la utilizacion de tornillos facetarios
como método de fijacion vertebral, observando que esta técnica incrementaba

las tasas de fusion.

Pero sin duda, el gran avance en la fijacion vertebral se debié a Harrington?” en
1974, para el tratamiento de las deformidades vertebrales, su método,
desarrollado en la década de los 70, se baso6 en el uso de tallos con alambres
sublaminares. Los cirujanos franceses Judet?®,Roy-Camille?® y Louis* entre los
afios 1964 y 1972 desarrollaron la fijacion pedicular con tornillos y placas. A
partir de entonces, se han multiplicado los disefios de implantes que utilizan

tornillos pediculares.
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1.2.2. Abordaje Posterolateral en fusion lumbar: “Gold Standard”

El abordaje mas utilizado para la fusion vertebral ha sido el abordaje posterior.
Este abordaje presenta una serie de ventajas que justifican que sea la via de
acceso mas utilizada y practicada por los cirujanos de raquis, como la
simplicidad de su técnica, el que no se asocie a riesgos significativos en
relaciébn con visceras abdominales o grandes vasos y el que permita la
descompresion simultdnea de las estructuras nerviosas. Ademas, es facilmente
ampliable y permite el abordaje simultaneo de todo el raquis, desde el occipital
hasta el sacro, asi como el uso de métodos de fijacién interna muy variados y

versatiles.

Para llevarla a cabo, se realiza una incision longitudinal en la linea media,
sobre las apdfisis espinosas. Después de disecar el tejido celular subcutaneo y
la fascia, se lleva a cabo la diseccion subperiostica de la musculatura erectora
del raquis, accediendo al arco vertebral posterior y las apdfisis articulares. La
diseccion se amplia lateralmente para colocar el injerto entre las apofisis

transversas exponiendo éstas tras curetar su superficie.

La descripcion de la técnica de artrodesis posterolateral se caracteriza por el
uso de autoinjerto de hueso tricortical de cresta iliaca depositado en el espacio
intertransverso, que por sus propiedades confiere estabilidad mecéanica, debido
al hueso cortical, y propiedades osteoconductoras y osteoniductoras debido al
hueso esponjoso. Pero esta practica presenta una serie de complicaciones o
inconvenientes®! como son la morbilidad en la zona donante (dolor agudo o
cronico y repercusiones funcionales), la falta de disponibilidad en el momento
de la cirugia, las altas tasas de pseudoartrosis y las posibles complicaciones de

la herida quirargica (infeccion, hematoma, seroma, dehiscencia, etc).

Los resultados de la artrodesis lumbar en la discopatia degenerativa varian en
funcién de la fuente, los criterios de seleccidn de los pacientes, los criterios de
valoracion empleados y las enfermedades concurrentes. Sin embargo, los
estudios publicados en la dltima década han aumentado el reconocimiento de
la importancia de la buena seleccion del paciente y de las expectativas del

mismo ante una intervencion quirdrgica.
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Una revision sistematica reciente®? recopilé la bibliografia sobre resultados de
la artrodesis en los distintos diagndsticos causantes de dolor lumbar. Los
autores de dichos estudios, llegaron a la conclusién de que los mejores
resultados corresponden a los pacientes con un diagnéstico de
espondilolistesis, aunque los pacientes con un diagnéstico de discopatia

degenerativa pueden conseguir también buenos resultados clinicos?2.
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1.3. Técnicas de regeneracion 6sea

La reparacién de un tejido biolégico es la restauracion de dicho tejido sin que
éste conserve su arquitectura original ni tampoco su funcion, debido a esto, sus
propiedades mecénicas y fisicas son inferiores, siendo el resultado final la
cicatrizacion, proceso que ocurre de forma espontanea. La regeneracion, en
cambio, es el proceso de restauracién de dicho tejido y por lo tanto, el tejido
neoformado posee propiedades indistinguibles del original.

En la actualidad, se est4 produciendo un incremento considerable en la
utilizacion de tejidos y células humanas con el objetivo de conseguir la
regeneracidn tisular en la practica clinica habitual, ademas de en programas de

investigacion clinica. Estos procedimientos constituyen lo que denominamos

ingenieria tisular.

Existen varios factores en la capacidad de regeneracion del tejido 6seo, entre
los que destaca la edad, ya que los individuos mas jovenes poseen células
madre mesenquimales en Médula 6sea en una proporcion aproximada de
1:10.000, mientras que los ancianos poseen una proporcion menor
(1:100.000)3,

1.3.1. Técnicas clasicas: El uso de injerto 6seo

En EEUU se realizan anualmente mas de 500.000 procedimientos con injerto
0seo y alrededor de 2.2 millones en todo el mundo con el fin de reparar

defectos 6seos en neurocirugia, odontologia y ortopedia3*.

Las técnicas de regeneracion 6sea son importantes en procedimientos
quirdrgicos traumatolégicos para el tratamiento de diversas patologias, y
concretamente, en la patologia del raquis se usan en procedimientos como la
fusion espinal o para el tratamiento de tumores 6seos y deformidades

congénitas.
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El hueso esponjoso o trabecular esta constituido por una red tridimensional de

trabéculas orientadas segun las cargas soportadas. Tiene un metabolismo

0seo ocho veces superior al del hueso cortical reaccionando méas rapido que

éste a los cambios de cargas recibidas a pesar de que el hueso cortical
presente mejores propiedades mecénicas y de soporte.

El hueso esponjoso integra las mejores propiedades en cuanto a favorecer la
formacién ésea constituyendo un injerto seguro y facil de obtener, pero
presenta ciertos inconvenientes como la morbilidad del sitio donante y la
disponibilidad limitada de su stock 6seo. Se usa para rellenar defectos 6seos y

para favorecer el crecimiento y formacion ésea.

Para reunir las caracteristicas y propiedades del hueso esponjoso (rellenando
rapidamente un defecto 6seo o generando tejido 0seo) y las del hueso cortical
(actuando como soporte estructural) ha surgido para su uso como injerto el

hueso corticoesponjoso.

Actualmente, el patrén oro en la terapia de la fusion espinal es la utilizacion de
hueso corticoesponjoso autélogo de cresta iliaca. La obtencion de este tipo
de injerto presenta los inconvenientes ya citados previamente en relacion a la
obtencion de hueso esponjoso como injerto; y debido a estas limitaciones, se
han propiciado el desarrollo de nuevas técnicas de regeneracion ésea a través
de injerto homologo, sustitutos naturales o sintéticos, moléculas inductoras
(proteinas morfogenéticas Oseas) y/o células con capacidad osteogénica como
las células mesenquimales, desarrollandose asi un nuevo enfoque: la

ingenieria tisular ortopédica®.
1.3.1.1. Propiedades y caracteristicas de los injertos 6seos:

Un buen injerto debe favorecer la adherencia, crecimiento y diferenciacion
celular, la angiogénesis® y la osteointegracion, siendo sustituido
progresivamente por hueso del huésped?®. De esta manera favorece la

formacion de un hueso mecanicamente competente.

Para ello, el injerto utilizado debe poseer las siguientes caracteristicas

ideales3>: 38. 39
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Alto potencial osteoconductor y angiogénico
Seguridad biolégica

Facil acceso y obtencion

Escasa morbilidad en el sitio donante
Diferentes tamafos

Durabilidad

Bajo coste, etc.

-~ ® o 0 T p

Q

1.3.1.2 Funcién de los injertos y sustitutos éseos

La funcién de los injertos 6seos y sustitutos es actuar como vehiculo conductor
de la formacion de nuevo hueso a partir de células del huésped. También es

necesario que tengan una funcidn oteoinductora liberando sustancias

inductoras y factores de crecimiento, capaces de atraer a células precursoras al
lecho donde se formara el nuevo tejido 6seo. Para obtener una funcion
osteogénica (formadora de hueso) se siembra el injerto con células
(osteoblastos o células madre mesenquimales) que se encargan de la

produccion de hueso nuevo.

Todos los sustitutos 6seos incluyendo el injerto 6seo y los biomateriales, deben

poseer las siguientes capacidades que se detallan en la Tabla 3: 4% 4!

a) Osteogénesis: es la capacidad para producir nuevo hueso.

b) Osteoinduccion: es la estimulacion y activacion de las células progenitoras

por parte de mediadores que se incorporan en el injerto 6seo o sustito.

c) Osteoconduccion: es la capacidad de actuar como andamiaje 0 soporte para

favorecer el crecimiento de una red vascular y la invasiéon de células

osteoprogenitoras.

d) Osteointegracion: capacidad para quedar incluido formando parte del hueso

nativo o huésped.
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Tabla 3. Capacidades o propiedades de los injertos y sustitutos 6seos

OSTEOGENESIS OSTEOINDUCCION OSTEOCONDUCCION

Transformacion de Soporte mecéanico para
CAPACIDAD Formacion 6sea | células progenitoras | el cyeuml.e:nto y
en osteoblastos proliferacion celular
Hueso esponjoso o
< ; Citocinas
INJERTOS/ Células viables :
SISO (osteocitos, Factores de Matriz extracelular
osteoblastos)
. Matriz 6sea Hidroxiapatita
EJEMPLOS Qsé%mg%sga desmineralizada, Fosfato tricalcico
BMP Cristales bioactivos

1.3.1.3. Tipos de injertos 0seos

a) Autoinjerto

El hueso autélogo se ha establecido como el sustituto mas adecuado (“gold
estandard”) para la regeneracion 6sea en caso de defectos éseos o técnicas
gue requieran formacion 0sea, ya que posee una propiedades Optimas de
osteogénesis, osteoinduccion y osteoconduccién* propiciadas por su
componente de hueso esponjoso, que también le confiere capacidad para

revascularizarse rapidamente e integrarse facilmente en el huésped.

En la cirugia del raquis, el sitio donante mas utilizado es la cresta iliaca*! del

paciente, ya que supone una zona de facil extraccion de hueso esponjoso en
grandes cantidades y ademas posee las ventajas del hueso cortical en relacion
a su funcion de soporte mecénico. La obtencion de este injerto autélogo no
esta exenta de complicaciones, como el alargamiento del tiempo quirdrgico o
la disponibilidad limitada de hueso, ademas de poder producir morbilidad en el
sitio donante*?#4,  Algunas de las morbilidades causadas se detallan a

continuacion:

- Dolor crénico en el sitio donante
- Pérdida sanguinea excesiva

- Hematoma
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- Infeccién

- Herniaciones

- Lesion ureteral

- Lesion arterial o nerviosa

- Defectos estéticos

El uso de sustitutos éseos se ha popularizado para minimizar o evitar todas

estas complicaciones.

b) Aloinjerto

Como alternativa al hueso autélogo o autoinjerto, ha surgido la utilizacién del
hueso homdélogo de donantes (hueso heterélogo o aloinjerto). En este tipo de
injerto, las células son destruidas durante el procesado y almacenamiento en
los bancos de hueso, reduciéndose asi el riesgo de transmision de
enfermedades y reacciones inmunolégicas pero tiene mayores limitaciones en
cuanto a las caracteristicas esenciales ya que no posee las propiedades
osteogénicas propias del hueso autdlogo, y solo posee propiedades

osteoconductoras y osteoinductoras.

Por lo tanto, este tipo de injerto es habitualmente la segunda opcion utilizada
para las cirugias de regeneracion 6sea. Presenta una mayor disponibilidad y
permite su utilizacion con varias formas de presentacion en injertos

preformados o customizados como chips, tiras, etc.

Las formas de presentacion del aloinjerto, de las cuales depende su estabilidad

mecanica y sus propiedades osteoconductoras, son las siguientes:

- Fresco: Poco usado por el riesgo de generar respuestas inmunes y
transmitir enfermedades infecciosas como el virus de inmunodeficiencia
humana (VIH), el virus de la hepatitis B (VHB), el de la hepatitis C (VHC),
bacteriemias, tumores o toxemias®.

- Congelado: Conservado durante un afio a -20°C y posteriormente 5 afios
a -70°C. Tiene menos potencial de antigenicidad pero mas poder de

osteoinduccion porque conserva los factores de crecimiento.
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- Congelado en seco o liofiizado: Se realiza un doble lavado con una

solucion antibiotica, luego se esteriliza con 6xido de etileno o radiacion gamma.
Posteriormente se congela a -70°C y se deshidrata hasta el 5%. Este injerto es
el menos inmunogénico por lo que disminuye el riesgo de transmision de
enfermedades infecciosas, aunque también es el menos osteoinductor y el que

presenta las peores propiedades mecanicas® 4’

El aloinjerto se somete a una serie de procesos para evitar el riesgo de
transmitir enfermedades (disminuye su inmunogenicidad), lo que puede
debilitar sus propiedades biolégicas y sus propiedades mecéanicas. La
probabilidad de contagio de VIH se estima en 1 caso por cada 1.6 millones,
comparado con 1 por cada 450.000 en la transfusion de derivados

hematoldgicos*®5°,

Hay datos polémicos sobre la eficacia de los aloinjertos empleados solos, ya
gue algunos estudios® muestran bajas tasas de fusion debido a que poseen
propiedades osteoconductoras y osteoinductoras medias, pero otros autores
han demostrado resultados similares a los de los autoinjertos, con menos

efectos adversos®2.

En muchas ocasiones para solventar estos inconvenientes, se suelen combinar
ambos tipos de hueso (autdlogo y heterdlogo) y asi mejorar la capacidad de

formacion 6sea.
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1.3.2. Ingenieria Tisular: Nuevas técnicas de regeneracion 6sea

En relacion a las limitaciones del uso de injertos autdlogos y heterdlogos en el
tratamiento de patologias traumatoldgicas u ortopédicas, ha sido necesario
desarrollar nuevas técnicas de regeneracibn Osea basadas en sustitutos
naturales o sintéticos, moléculas inductoras y células con capacidad
osteogénica. Por ello, la terapia celular esta creciendo en interés en los ultimos
afos, debido a la capacidad, al menos potencial, que presentan las células
madre mesenquimales (CSM) para diferenciarse en diversas lineas celulares.
Uno de las capacidades que despierta gran interés es la potencialidad de las

CSM para producir o regenerar tejido éseo.

1.3.2.1. Ingenieria Tisular Ortopédica

1.3.2.1.1. Concepto

El objetivo de la ingeniera tisular ortopédica es favorecer o potenciar la
diferenciacion de las células precursoras (células madre) hacia una linea
celular concreta, dentro de un soporte tridimensional. En el caso del tejido
6seo, la finalidad es obtener tejido éseo in vitro aplicable a la practica clinica®?,
aportando un injerto que cumple las propiedades biomecéanicas del hueso

normal.

Para lograr este fin, se utlizan diferentes técnicas encaminadas hacia la
regeneracion de tejido 6seo dinamico con sus diferentes tipos celulares, matriz

extracelular y fraccion mineral®*.

En primer lugar, se estudia la respuesta celular ante los biomateriales utilizados
en medios de cultivo in vitro. Posteriormente se comprueba si existe
regeneracion satisfactoria en modelos in vivo, y el Ultimo paso se procede al

estudio sobre humanos3¢: %5,
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1.3.2.1.2. Aplicaciones ortopédicas

El tratamiento de patologias Oseas traumaticas (como la pseudoartrosis,
retardos de consolidacion, etc.) u ortopédicas, suponen actualmente un reto
importante para los profesionales sanitarios y mas concretamente para los

cirujanos ortopédicos y traumatoldgicos.

Para ello, se pretende lograr un tejido 6seo con integridad estructural, con un
balance adecuado entre formacion y reabsorcién O0sea y que sea capaz de

permanecer en el lecho celular.
1.3.2.1.3. Aplicaciones de la ingenieria tisular en fusion lumbar

El uso de auto o aloinjerto en el tratamiento de patologia vertebral, ha
demostrado mejorar la capacidad de producir fusion espinal en mayor 0 menos

medida.

El autoinjerto de cresta iliaca ha demostrado tasas de fusion superiores al 90%

en algunos casos®, pudiendo ser una material ideal para la fusién de la
columna vertebral debido a su capacidad osteogénica, osteoinductora y

osteoconductora.

Los injertos O6seos recuperados del sitio_quirdrgico también pueden ser una

buena opcién y han demostrado tasas de fusién similares a las de los injertos
de cresta iliaca, pero su principal limitacién es la disponibilidad de cantidad

suficiente.

La ingenieria tisular pretende combinar los avances en los biomateriales y de la
biologia celular, para conseguir reunir la mayoria de las caracteristicas ideales
en un injerto®”: %8 (potencial osteoinductor y angiogénico, facil obtencién, escasa
morbilidad en zona donante, seguridad, durabilidad y bajo coste) y poder
aplicarlo a la practica clinica habitual y en este caso, a la patologia de la

columna vertebral lumbar mediante la técnica quirdrgica de fusion lumbar.
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1.3.2.2. Células madre en ingenieria tisular

Las células madre son células capaces de diferenciarse en diferentes estirpes
celulares, cuyo objetivo es favorecer la regeneracién tisular. Son obtenidas de
diferentes fuentes como la médula 6sea®®, la sangre periférica®, el tejido

adiposo®' y la sangre de cordén umbilical®?.
Las células madre poseen tres caracteristicas fundamentales®3:

1. Capacidad de proliferacion a largo plazo
2. Capacidad de diferenciacién hacia distintas tipos celulares (hacia una o

varias células maduras con funcién especializada)

3. Capacidad de autorrenovacion o de formar durante su division al menos

una copia idéntica de la célula inicial

Estas células juegan un papel importante en la organogénesis durante el

crecimiento embrionario y en la regeneracion tisular posteriormente®4,

Varios ensayos clinicos han demostrado que la combinacién de cultivos de
células madre progenitoras con polimeros biodegradables®® o ceramicas®® y
factores de crecimiento, es eficaz para tratar de obtener propiedades de
osteogénesis, osteoinduccion y osteoconduccion en un injerto. Las células
pueden secretar proteinas y moléculas que pueden influir sobre el
microambiente del injerto para inducir la adhesion, proliferacion y diferenciacion

celular ademas de producir matriz 6sea®’.

e Antecedentes:

Desde los afios 60, se han llevado a cabo experimentos con el objetivo de
producir distintos tipos de células y tejidos. Till y MCulloch®® desarrollaron
estudios basados en el transplante de células mononucleadas de médula 6sea
en ratones letalmente irradiados, con ello, demostraron por primera vez la
existencia en la MO de células con esta capacidad de generar tejidos, las

células madre hematopoyéticas®®.
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Desde entonces, existe un interés creciente en el aislamiento y expansion de
estos tipos celulares por su potencial empleo como herramienta terapéutica en

distintos programas de terapia celular®®.

e Clasificacion de las células madre:

Segun la capacidad de diferenciacion, las células madre se clasifican en los
siguientes tipos®4:

a. Células totipotenciales: Pueden producir células de todos los tejidos

embrionarios y la placenta. Ejemplo: El cigoto.

b. Células pluripotenciales: Pueden formar células de distintos tejidos

embrionarios (ectodermo, mesodermo Yy endodermo).Ejemplo: Células
madre embrionarias (ESC).

c. Células multipotenciales: So6lo se diferencian hacia células de una Unica

linea embrionaria o tejido concreto. Ejemplo: células mesenquimales (CSM)

y la célula madre hematopoyética (CPH)

Las células madre adultas se diferencian de las célula embrionarias (ESC) en
gue no produce neoplasias (teratomas) como las anteriores, y se obtienen en
cantidades adecuadas para la terapia regenerativa autéloga o alogénica, sin

embargo, presentan una capacidad de diferenciacion y proliferacion limitada ™.

e Localizaciéon de las células madre

Las células madre se localizan en un microambiente denominado “nicho”, que
participa en el comportamiento de estas células y en la homeostasis de
diversos tejidos. La hematopoyesis durante la vida fetal y la diferenciacion
hacia las células sanguineas en la vida adulta depende de la existencia de ese
microambiente que aporta las sefiales necesarias a través de factores solubles
e interacciones celulares. Este microambiente donde ocurre dicho proceso se

denomina nicho hematopoyético.

En la medula 6sea (MO), el nicho hematopoyético contiene diferentes células

de linea osteoblastica’™, en diferentes fases de desarrollo (preosteoblastos,
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osteoblastos y osteocitos), fibras de colageno y minerales como el calcio y el
fosfato’?. Este nicho también contiene células endoteliales, adipocitos y

macroéfagos.

Existen dos tipos de nichos en la MO que intervienen en la regulaciéon de las
células madre hematopoyéticas: nicho osteoblastico y nicho vascular’™ 74.La

células mas diferenciadas se localizan en el nicho vascular, donde existe mayor

cantidad de oxigeno y las mas indiferenciadas se encuentran cercanas al

endostio en contacto con los osteoblastos (nicho osteoblastico) donde existe

menor presencia de oxigeno. Los osteoblastos desempefian un papel crucial en
la hematopoyesis y en la formacién y resorcion de tejido 6seo y producen

citocinas regulando a su vez la funcién de las células madre.

Ademas, existen otros compartimentos o nichos que intervienen también en el

desarrollo hematopoyético: el estroma medular que contiene las células

reticulares que proporcionan el soporte fisico del nicho hematopoyético™, los
fibroblastos que constituyen una matriz de apoyo induciendo la hematopoyesis
pero sin mantener la proliferacion de las células madre hematopoyéticas, las
células endoteliales que por su capacidad endocitica constituyen una barrera
de entrada y salida de agentes quimicos y particulas del espacio
hematopoyético’ y los macréfagos que estan implicados en la diferenciacion
granulopoyética y en la maduracion de la linea eritroide produciendo factores

reguladores. Por otro lado, el nicho de adipocitos constituye el espacio no

hematopoyético dentro de los huesos largos’’ y se usan como marcador de

actividad y productividad hematopoyética en un cultivo’® 7°.
1.3.2.2.1. Trabajos con células madre: Obtencidn

- Cultivos in vitro

a) Cultivos estaticos

La capacidad de las Células Madre Mesenquimales para producir tejidos
similares al hueso, fue ensayada en condiciones estaticas in vitro
inicialmente®® 81, Gracias a estos estudios se ha revelado, que los sistemas de

andamiaje en 3D son necesarios para favorecer la comunicacién intercelular y
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estimular la osteogénesis. La desventaja de estos tipo de cultivos estaticos es

que se produce una menor difusion de nutrientes y oxigeno.
b) Cultivos dindmicos

Se han desarrollado equipos de cultivo dinamicos usando biorreactores. En
ellos, se pueden controlar las condiciones de distintos procesos biolégicos y
bioquimicos como por ejemplo la temperatura, el pH, la presion, el aporte de

nutrientes y la eliminacion de detritus®.

La distribucién de las células tras la adicion de éstas a un injerto estructural en
condiciones estaticas se realiza en la periferia®, para evitar este fenémeno y
lograr una proliferacion homogénea y un crecimiento tisular en sistemas de
andamiaje de gran tamafio, se han introducido estos medios de cultivo
dinamicos. Ademas de lograrse distribuciones celulares mas homogéneas, se
ha observado que la formacion 6sea es mayor en los biorreactores®+*y que la
aplicacion de cargas mecanicas en ellos favorece la diferenciacion celular y la

expresion de fosfatasa alcalina, colageno tipo | y marcadores osteoblasticos.

- Modelos in vivo y ensayos clinicos

Para la ingenieria tisular es importante predecir la reproductibilidad in vivo de
los resultados obtenidos in vitro. Se debe evaluar la capacidad osteogénica,
osteoinductora y osteoconductora del propio injerto implantado en un lugar
donde recibira sefiales sistémicas y vascularizacion procedente de tejidos

vecinos, por ejemplo del tejido celular subcutaneo.
a) Modelos murinos

Se han utilizado modelos animales de roedores inmunodeprimidos®-°4 para
evaluar los injertos compuestos con células madre humanas, comprobandose
gue estas células tienen capacidad osteogénica interespecie y observando
diferencias en la formacion ésea de distintas especies®. En estos modelos, se
determind que el nimero de células madre implantadas se correlaciona con el

potencial osteoformador del injerto®.
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La principal ventaja de utilizar ratones como modelo animal es el pequefio
tamafo del injerto necesario para el estudio, y que se pueden usar células
madre humanas a diferencia de animales de mayor tamafio en los que es

necesario utilizar células autdlogas de la misma especie animal.
b) Ensayos en humanos

Los ensayos en humanos en su mayoria se limitan a pequefios ensayos en
fase | 'y 119798 en los que se usan injertos obtenidos por ingenieria genética, en
Su mayoria compuestos por ceramicas bioabsorbibles combinados con células
madre obtenidas de médula ésea. Los resultados confirman la factibilidad y
seguridad del procedimiento y la capacidad de integracion de los injertos. En
los ensayos clinicos aleatorizados en fase Il se obtendra mas informacion

sobre dichos procedimientos.

La vascularizacion del injerto después del implante es de vital importancia
para la supervivencia, integracion y funcionalidad del mismo®. Para ello, se

puede llevar a cabo una pre-vascularizacion de la zona de implantacion:

- Invivo: Los injertos 6seos deben ser implantados en zonas con un rico
aporte vascular (tejido celular subcutaneo, musculo, etc.), pero la red vascular
formada presenta un patrén desorganizado y puede lesionarse al extraer el
injerto para implantarlo en la superficie de interés. Para evitar esto también se
han realizado vias alternativas como por ejemplo utilizar un vaso sanguineo

(arteria o vena) para la pre-vascularizaciéni.

También se puede acelerar la vascularizacion del injerto implantado mediante
la liberacion de factores angiogénicos (VEGF, FGF, PDGF)1°t, Estos factores
son combinados con factores osteoinductores (BMP4) y con células estromales
de medula 6sea para promover la osteogénesis en lugares ectdpicos e
incrementar la cantidad de hueso neoformado, comparando con cualquiera de

los factores aislados o en combinacion de dos de ellos192,

- In_vitro: Consiste en el co-cultivo de dos tipos celulares (células
angiogénicas y osteogénicas). Como fuente de células angiogénicas se utilizan

células endoteliales adultas o células madre mesenquimales?3-1% que generan
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una trama vascular dentro del injerto. La combinacion de ambas células alarga
la vida de las células endoteliales!®® y acelera la expresién de un fenotipo
osteogénico en las células osteoprogenitoras®’: 198 pero aun hacen falta mas

estudios para asegurar esta afirmacion.

1.3.2.2.2. Tipos celulares de células madre

En la Médula Osea podemos encontrar distintos tipos celulares:

e Las MAPC (“Multipotent Adult Progenitor Cells”) constituyen un grupo de
células versatiles, descritas por la Dra. Verfaillie y col 63 199112 que poseen
capacidad de diferenciacion in vitro hacia tipos celulares derivados de las tres

lineas embrionarias.

e El hemangioblasto posee capacidad en el periodo embrionario y en el

adulto, de diferenciacion hacia la linea hematopoyética y la endotelialt*3116,

e Las células MIAMI (“human marrow isolated adult multilineage inducible

cells”) y las células VSEL (“very small embryonic-like stem cells”).

e Las células progenitoras hematopoyéticas (CPH) y las células stem
mesenquimales (CSM). Estas células son células madre con una capacidad de

diferenciacion mas restringida.

Las CPH son las encargadas de la regeneracion del tejido hematopoyético, y
pueden diferenciarse hacia cualquier linea hematopoyética''’*?!, La forma
mas habitual de reconocer esta célula es mediante la caracterizacion de la

citometria de flujo, y el marcador CD34 es el mas usado para identificarla?2-124
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1.3.2.2.3. Células progenitoras mesenquimales (CSM)

Las células madre mesenquimales son las precursoras de la mayoria de las
células que forman el nicho hematopoyético. Ademas de encontrarse en la
médula ésea, estan presentes en otros érganos y tejidos como el tejido
adiposo, tejido muscular, sangre del cordén umbilical y 6rganos como la
placenta, el higado, el pulmén, etc.

Las CSM fueron estudiadas por primera vez por Friedestein'?® y col. En sus
estudios las denominaron inicialmente CFU-F (Unida formadora de colonias
fibroblasticas)!?®. Estas células presentan propiedades Unicas aplicables a la
regeneracion de tejidos'?®, y su interés ha ido creciendo debido a su actividad

inmunorreguladora’ y a su multipotencialidad, siendo capaces de diferenciarse

hacia distintas estirpes celulares y teniendo un papel importante en el

transplante de células progenitoras hematopoyéticas (CPH).

En los estudios iniciales''’-1?! se observd que estas células tenian capacidad
para formar colonias de aspecto fibroblastico in vitro presentando morfologia
fusifome'?®, ademas de cuantificar su presencia entre las células
mononucleadas (CMN) de la MO. También se demostré su capacidad de
diferenciacion hacia otros tipos celulares y de generar el microambiente

hematopoyéticot?’-13,

e Caracteristicas de las CSM

Las CSM comparten caracteristicas inmunofenotipicas con células endoteliales,
epiteliales y musculares®?140, Carecen de marcadores especificos que si
tienen otros tipos celulares presentes en MO o en sangre periférica como el
CD19 presente en los linfocitos B 0 el CD14 presente en los monocitos. Debido
a que no se conoce ningun marcador especifico que las defina se han

propuesto unos criterios para definirlas:

e Criterios minimos para definir a las CSM basados en caracteristicas
fenotipicas y funcionales segun el Comité de Células Madre Mesenquimales y

Tisulares de la Sociedad Internacional de Terapia Celulari#!:;
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a) Deben mostrar adherencia a plasticos cuando son cultivadas in vitro en

condiciones estandar.

b) Han de ser negativas para marcadores hematopoyéticos: CD45, CD34,
CD14 o CD11b, CD79a o CD19 y HLA tipo Il, y deben ser positivas, es decir,
expresar los antigenos de superficie CD105, CD73 y CD90.

c) Deben demostrar, en condiciones estdndar in vitro, capacidad de

diferenciacién multilineal hacia osteocitos, adipocitos y condrocitos.

Estas células ademas, presentan otra caracteristica interesante que es la

capacidad de secretar citocinas en reposo y tras estimulacion. Las citocinas

incluyen tanto factores de crecimiento hematopoyético como no
hematopoyético que intervienen en el desarrollo de las células mesenquimales

por mecanismos autocrinos. Ademas las CSM presentan receptores para

citocinas y factores de crecimiento, lo que indica que las CSM estan implicadas

activamente en el mantenimiento del microambiente celular!*2,

El soporte estructural y funcional en el nicho medular lo forman las células
estromales y la matriz extracelular. Dicho nicho esta configurado como un
sistema tridimensional donde se regula la proliferacion, diferenciacion y

migracion celular a través de interacciones célula-célula o célula-sustrato43,

Por lo tanto, el empleo de sistemas de cultivo 3D puede inducir un mayor
contacto entre las células madre y las estromales, favoreciendo asi un mayor

crecimiento y capacidad de diferenciacion celular en comparacion con sistemas
2D 41, 144, 145_

e Obtencién de CSM

Las CSM pueden aislarse de multiples especies, las mas conocidas son
humanos, ratén y rata>® 46 aunque pueden aislarse de otras especies como
ovejas, perros, vacas, cerdos y caballos, o que aporta una mayor oportunidad

para comprobar sus efectos terapéuticos en los mamiferos4’.
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Como ya se ha comentado, en cuanto a localizaciones, la fuente mejor

estudiada y la de mas facil accesibilidad es la médula ésea humana, estando

presentes las CSM en un 0,01-0,0001% de entre todas las células que
constituyen la MO. También, se han conseguido aislar CSM de sangre
periférica movilizada'#*® (constituyendo este método en la actualidad la técnica

de obtencién de progenitores hematopoyéticos mas usada); de muestras
fetales obtenidas durante el primer trimestre del embarazo (de sangre, higado,
MO, pulmén fetal, de las vellosidades coriogénicas de la placenta y del liquido
amniético)4%152  de sangre procedente del cordén umbilical y de sangre de

mujeres sanas durante el embarazo!®3-155,

Otros estudios han propuesto como fuente de CSM, la grasa, el tejido del cuero

cabelludo, los foliculos pilosos y los ligamentos periodontales.

e Diferenciacion de CSM

Las CSM se han convertido en objetivo de un gran interés cientifico debido a
su capacidad para diferenciarse hacia multiples lineas celulares, entre ellas en
células de estirpe mesodérmica, incluyendo osteoblastos, fibroblastos,

condroblastos y adipocitos'®®, ademas son capaces de expandirse in vitro sin

comprometer su estabilidad genética'® y poseen una fuerte actividad

inmunomoduladora in vivo e in vitro1®8 159,

Su actividad inmunomoduladora se debe a que son capaces de escapar a la
respuesta inmune del huésped, y esto parece ser debido a su escasa
inmunogenicidad (caracteristica que presenta porque expresa unos niveles
muy bajos de moléculas tipo 2 del complejo mayor de histocompatibilidad), a
gue no expresan moléculas co-estimuladoras como CD40, CD80 o CD86 (las
cuales estan implicadas en la activacién de los linfocitos T) y a que liberan
moléculas bioactivas que se ha demostrado que inhiben a los linfocitos T, B,

células NK o células dendriticas derivadas de los monocitos’”.

En cuanto a la capacidad de diferenciacion, estas células tienen capacidad

para diferenciarse in vitro hacia hueso, grasa y cartilago'?®, y pueden
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diferenciarse hacia otros tejidos como tenocitos, miocitos esqueléticos, células
del mesodermo, del ectodermo y del endodermo>?: 160. 161,

En algunos casos su capacidad para generar nuevas células y tejidos depende
de la programacion de expresién génica mientras que en otros casos depende
probablemente de la presencia o ausencia de ciertos factores favorecedores

solubles”,

El proceso de diferenciacion de las CSM a los distintos tejidos mesenquimales
se conoce como mesogénesis. Asi, durante la vida adulta, los vertebrados
conservan la capacidad de reparar sus tejidos (huesos, tendones, musculos,
cartilagos, el propio estroma medular, el tejido adiposo y cualquier otro tejido

conectivo'®?).

Algunas de las células en las que las células mesenquimales son capaces de
diferenciarse y que forman parte de la estructura de los tejidos

musculoesqueléticos son las siguientes:
-Diferenciacion a osteocito:

Las células en el proceso de diferenciacion adquieren morfologia osteoblastica
y expresan fosfatasa alcalina, apareciendo depésitos de calcio, lo que
contribuye a la formacion de tejido éseo. Este proceso requiere la presencia de
beta-glicerolfosfato, acido ascorico-2-fosfato, dexametasona y suero bovino

fetal.
-Diferenciacién a condrocito:

La diferenciacion de las CSM a células cartilaginosas se realiza en un tubo
Falcon para que se pueda expandir en tres dimensiones, donde se mantienen
las células sin suero y en presencia de TGF-f 147: 163, 164 "hasta que pierden su
morfologia fibroblastica y comienzan a expresar componentes cartilaginosos
especificos. Estudios recientes con médulas de origen bovino, han demostrado

gue existen resultados similares en presencia y ausencia de TGF-p.
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-Diferenciacion a adipocito:

En el interior de las células mesenquimales se forman vacuolas y expresan en
su superficie el receptor PPARy2'%, lipoproteinlipasa y la proteina acida P2,
El gen PPARy2 contribuye al mecanismo de conversion de las CSM en
adipocitos activando la diferenciacion hacia esta linea celular e inhibiendo a la
vez la diferenciacion hacia la linea osteoblastica 1°. Para este proceso deben
incubarse las CSM con dexametasona, insulina, isobutiimetilxantina, e

indometacina.

e Aplicaciones de las CSM en fusién lumbar

En la patologia degenerativa del raquis lumbar, la terapia celular mediante la
implantacion de CSM, constituye una estrategia atractiva para promover la

fusion espinal, eliminando la morbilidad y complicaciones del autoinjerto.

Se ha estudiado la efectividad de estas células para conseguir la fusion
vertebral en modelos animales (conejo)'®® y en otros estudios se ha
demostrado la utilidad de combinar las CSM con carriers constituidos por
ceramicas porosas (hidroxiapatita y fosfato tricalcico) para permitir la
localizacion de las células en el sitio especifico para realizar su funcion,
obteniendo la fusion vertebral'®’, ademas de ejercer un efecto antiinflamatorio

en el sitio18,

Una vez demostrado el potencial osteogénico de las CSM en varios estudios
previos realizados por Cogle!'®y Siguira®®, y la capacidad de dichas células,
gracias a este potencial, de conseguir la fusién espinal en modelos animales
como el conejo'®®, es necesario que se estudie y demuestre el potencial
osteogénico y la seguridad de esta terapia en patologias que requieran fusion

vertebral en humanos.
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1.3.2.3. Uso de Biomateriales

Los biomateriales son materiales de origen natural o sintético o la combinacion
de ambos (materiales naturales, metales, cerdmicas y polimeros sintéticos)
esenciales en la ingenieria tisular y la terapia celular, ya que son componentes
necesarios para formar una matriz de sostén y juegan un papel importante en
la regeneracion de los tejidos celulares. Constituyen la estructura tridimensional
necesaria para alojar las células y los factores bioldgicos que intervendran en el

proceso de generacion de los nuevos tejidos?’ 171,

La técnicas de andamiaje para la regeneracion de tejidos deben ser
biodegradables y biocompatibles, tener una resistencia mecanica adecuada y

permitir un microambiente favorable para la formacion de tejido 6seo36 65 66. 172,
Todo esto, sin generar una respuesta inflamatoria que conlleve una alteracion
de la funcidn tisular y celular o una reaccion de rechazo o respuesta a cuerpo

extrafo.

Para ello, los biomateriales deben tener una microestructura porosa, como
requisito fundamental, necesaria para que las células activen los factores de

crecimiento, los factores de oxigenacion y los de nutricion.

En la eficacia de la regeneracion influyen:

La estructura del injerto
- La porosidad de injerto
- Diametro del poro

- Interconectividad

- Permeabilidad

- Propiedades quimicas de la superficie del injerto

Estas caracteristicas influyen en la capacidad de adherencia de las células al
injerto!”® y permite la localizaciéon y permanencia de la células madre en sitios
especificos del organismo. Gracias a estas propiedades, los biomateriales
mantienen la estructura tridimensional y actian como una matriz extracelular
artificial que suple las funciones fisicas y biologicas de la matriz original o

nativa.
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1.3.2.3.1. Propiedades ideales de los Biomateriales

Un sustituto o biomaterial ideal debe comportarse como un sinérgico entre
un componente con propiedades mecénicas y otro con propiedades biologicas
y fisiolégicas. Debe presentar, por lo tanto, las caracteristicas fundamentales ya
detalladas de  osteogénesis, osteoinduccion,  osteoconduccion y

osteointegracion? 41,

Ademas, los sustitutos 6seos deben de tener una serie de caracteristicas

deseables como3® 39:

- Biocompatibilidad (esencial)

- Facilidad de uso (moldeable)

- No producir respuesta inflamatoria
- Ser bioabsorbibles

- Coste-efectividad

1.3.2.3.2. Tipos de Biomateriales: Sustitutos 6seos

Algunos ejemplos de biomateriales aplicados en terapia celular ésea son los

siguientes:

a) Matriz 6sea desmineralizada (DBM)

La DBM se obtiene a través de la descalcificacion de hueso cortical y
posteriormente se procesa con el objetivo de reducir la inmunogenicidad y el

riesgo de transmision de enfermedades.

La matriz 6sea conserva las propiedades osteoinductoras ya que presenta el
colageno de la estructura normal ésea y los factores de crecimiento!’* como el
factor de crecimiento insulinico (IGF), el factor de crecimiento transformante
(TGF) y el factor de crecimiento fibroblastico (FGF).

Aun presentando estas propiedades, tiene las desventajas de que no posee

capacidad de soportar carga (sélo se usa de relleno en defectos 6seos) y que
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los resultados no son buenos homogéneamente, debido a las diferentes formas
de procesamiento del DBM (gel, tiras, pasta moldeable, cemento, etc.)

Por todo esto, se utiliza mas como complemento del injerto, que como sustituto

propiamente dicho’> 176,

En la cirugia de fusion espinal, tras varios estudios, se respalda el uso de DBM
como expansor del autoinjerto en artrodesis posterolateral instrumentada de

uno o dos niveles’’.

b) Coladgeno

El colageno es la proteina mas abundante en el cuerpo y forma parte de la
matriz 0sea extracelular. Presenta la capacidad de adhesion e interaccion
celular mediante la expresion de ciertos dominios, es biocompatible y produce

minima respuesta inflamatoria antigénica (se degrada por los lisosomas).

Reune las siguientes propiedades:

Favorece la mineralizacion

Promueve la angiogénesis

Produce factores de crecimiento

Favorece la regeneracion 6sea't?

De forma aislada, ademas de presentar cierto potencial inmunogeno, ofrece un
soporte estructural minimo, por lo que se utiliza conjuntamente con las
proteinas morfogenéticas o6seas (BMPs), células osteoprogenitoras o
hidroxiapatita (HA)_para favorecer la incorporacion del injerto 6seo. Forma parte
habitualmente de la composicion de otros sustitutos 6seos (ceramica de HA,
granulos o fosfato calcico (TCP)) que son efectivos como complementos

éseosl78, 179_
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c) Sustitutos sintéticos

Son materiales que poseen al menos dos de las caracteristicas de un injerto
ideal: osteointegracion y osteoconduccion. El objetivo es crear sustitutos que
sean biocompatibles, produzcan una minima reaccion fibrética y permitan el
remodelado y la formacién de hueso nuevo. Mecanicamente deberian alcanzar
la fuerza de hueso cortical o esponjoso al que reemplazan, manteniendo la
elasticidad para evitar fracturas por fatiga. Los compuestos que presentan

estas caracteristicas estan formados por calcio, silice o aluminio.

Los polimeros sintéticos presentan una serie de desventajas!®® 8 como su
dificultad de manipulacién, su escasa y poco predecible reabsorcion, y sus
resultados clinicos pobres, con reaccién inflamatoria ocasional. Sus productos
de degradacion pueden causar algunos efectos adversos o alterar el

microambiente local.
d) Ceramicas

Son sustitutos sintéticos hechos a base de fosfato tricalcico (TCP) e
hidroxiapatita (HA) principalmente. Si se usan aisladamente no poseen
propiedades osteoinductoras ni osteogénicas, ademas de ser un escaso

soporte estructu ral.

Las ceramicas se caracterizan por poseer una elevada porosidad y una baja
densidad estructural que proporciona un gran lecho para la angiogénesis y el
crecimiento 0seo, y aunque en principio carece de fuerza de soporte, la va
adquiriendo progresivamente a medida que se va rellenando de hueso

esponjosotsl,

TCP: ElI TCP poroso tiene altas propiedades de osteoconduccién y es
reabsorbido por el foco a medida que crece el nuevo hueso, favoreciendo asi la
integracion con el hueso huésped vecino y también la resorcion y la formacion

Oseals?,

HA: Permanece mas tiempo sin reabsorberse ya que tiene una tasa de

reabsorcion mas lenta, pudiendo generar focos de estrés mecanico.
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Debido a que solo presentan capacidades osteoconductoras, estos materiales
tienden a usarse de forma compuesta asociado a otros elementos, como el
autoinjerto o aspirado de médula 6sea (HA+TCP o HA +hueso autélogo®®). Las

tasas de fusiéon con ceramicas en solitario son muy bajas!8.

Ejemplos de cerdmicas mas usadas son el fosfato célcico que esta compuesto
por TCP-alfa mezclado con carbonato calcico y fosfato monocalcico
monohidratado, el TCP-beta ultraporoso que imita la estructura del hueso
esponjoso favoreciendo la actividad fagocitica y la infiltracion por células
osteoformadoras y factores de crecimiento y la HA coralina (que puede ser
natural o sintética) que deriva del coral marino y es una estructura porosa
compuesta de fosfato calcico cuya principal propiedad es la osteoconduccion y
gue recientemente se ha usado como vehiculo de algunos factores de

crecimiento y BMPs!,

El uso de TCP-beta en cirugias de fusién posterolateral instrumentada de un
solo nivel, presenta tasas de fusion similares a las técnicas de fusion
clasicas!’’. Korovessis estudié el potencial de fusién de la HA coralina en
artrodesis posterolateral instrumentada, concluyendo que es un extensor del

injerto seguro y efectivo para la fusién lumbar posterolateral8* 185,

1.3.2.3.3. Avances en el uso de los biomateriales

Las queratinas extraidas de fibras de cabello humano, se han usado como
biomateriales en algunas practicas médicas formando parte de determinados
farmacos, piel sintética e implantes cocleares. Este uso ha sido debido a que
presentan un mecanismo facil de extraccién, gran biocompatibilidad, y sitios de

reconocimiento molecular donde se integran las células®®®.

Matrices derivadas de la submucosa intestinal porcina (SIS) y de la vejiga
(BSM) se han usado en procedimientos de formacion de tejido de vejiga,

fascias, uretra, vasos, cartilagos y huesos?'®’.
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Los biomateriales mas usados en terapia celular son los poliésteres (acido
poliglicélico (PGA) y el acido polilactico (PLA) y los copolimeros, que se estan
usando en suturas y en farmacos. Poseen adecuadas propiedades mecéanicas
y de biodegradacion.

En cambio, para la regeneracion de tejido éseo los biomateriales mas utilizados
son el BSM que es un material de origen natural presente en la matriz de los
tejidos, el polimero sintético acido polilactico co-glicélico (PLGA) y la médula
O0sea desmineralizada (DBM), constituyendo todos ellos un buen soporte para
las CSM.

Los polimeros degradables (PGA y PLA) o su mezcla co-polimeros, tienen la
capacidad de que en poco tiempo, semanas 0 meses, pueden degradarse a
dioxido de carbono y agua permitiendo que los tejidos nativos /células Oseas,
etc. rellenen el espacio que ocupaba el implante, aunque en la actualidad se
corre el riesgo de que estos pierdan fuerza de reabsorberse antes de comenzar
el rellenado del tejido nativo y ademas pueden desencadenar una reaccion

inflamatoria al reabsorbersel8s,

1.3.2.4. Factores de crecimiento

Para estimular el crecimiento de nuevo tejido 6seo existe una liberacion por
parte del injerto de factores que promueven la migracion, proliferacién y
diferenciacién celular'®. Estos factores pueden incorporarse al injerto para ser
liberados o unirse a la superficie de contacto del injerto mediante una union

covalente para mejorar la osteointegracion del mismo.

Las moléculas que se liberan para llevar a cabo la funcion osteoinductora son
sustancias inductoras como las proteinas no colagenas, que son sintetizadas
por los osteoblastos y de las cuales el 1% son los factores de crecimiento,
principales reguladores del metabolismo de las células 6seas!®. Destacan:
BMP, IGF, TGF-B, FGF, PDGF%,
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Sus funciones clinicas son acelerar el proceso de consolidaciébn ésea y

tratamiento de defectos 6seos o pseudoartrosis.

Las BMP favorecen la diferenciacion de las células madre mesenquimales
hacia osteoblastos y condroblastos'®®1%2, ademas de aparecer en la fase

precoz de consolidacion de las fracturas®3194,
1.3.2.4.1. Proteinas morfogenéticas 6seas (BMP) en cirugia del raquis

Actualmente, las BMP producidas artificialmente son los factores potenciadores
de crecimiento mas estudiados y utilizados para la reparacién Osea tras el
injerto de hueso autélogo®.

Las BMP son factores de crecimiento pertenecientes a la familia de los factores
TGF-B. Funcionan fundamentalmente en el periodo embrionario para la
formacion del tubo neural, del corazén y del cartilago, y en el periodo

postembrionario para la formacion del tejido 6seo.

En el periodo postnatal tienen una capacidad formadora de hueso similar a la
del injerto 6seo autélogo de MO?'%: 1% pero sin presentar sus inconvenientes
como la necesidad de intervencidn quirurgica para su obtencién, el riesgo de

pérdida hematica e infeccion y la morbilidad del sitio donante.

El empleo de las BMP esta relacionado con una serie de efectos adversos o
complicaciones, como la respuesta inflamatoria variable que producen en
algunas situaciones, el efecto dudoso sobre células precancerosas ya que no
existen estudios a medio o largo plazo, su respuesta neoformadora de hueso
variable pudiendo formar hueso ectdpico en otras localizaciones vy su dificultad
de colocacion precisa ya que se presentan en estado liquido y necesitan

transportadores como esponjas de colageno bovino.

En 2002 fue aprobada por la “Food and Drugs Administration” (FDA) el uso de
rhBMP-2 para la fusion vertebral lumbar anterior de un solo nivel asociado a un
dispositivo intersomatico roscado!®®. Se observd, que en la cirugia de fusion
posterior se producia hueso ectdépico en gran cantidad provocando la

compresion de estructuras nerviosas y por lo tanto la aparicion de clinica
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radicular en los pacientes; y también se describié un pequefio aumento del

riesgo de cancer.

La rhBMP-7 fue aprobada por la FDA en 2004, como injerto alternativo en
casos en los que no sea posible el uso de injerto éseo autélogo o de MO, o los
pacientes presenten una mala calidad ésea por osteoporosis, tabaquismo o
diabetes, en cirugias de revision de fusiéon lumbar posterolateral'®® aunque en

2009 la FDA no concedio el aprobado precomercializacion.

Debido a lo expuesto, el uso de BMP en la actualidad, en cirugia de raquis,
gueda reservado a casos complejos en los que el uso de injerto 6seo autélogo
o heterélogo no sea viable.
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2. HIPOTESIS

Si el empleo de CSM humanas transportadas en un carrier de TCP e HA puede
conseguir la fusion 6sea espinal en pacientes humanos con discopatia lumbar

unisegmentaria que requieran una artrodesis posterolateral instrumentada.

3. OBJETIVOS

Principales:

e Analizar la seguridad de la implantacién de CSM aut6logas expandidas
“in vitro” sobre un carrier de fosfato tricalcico e hidroxiapatita como
alternativa terapéutica al injerto 0seo en pacientes con discopatia
degenerativa lumbar unisegmentaria.

La seguridad se medira en términos de efectos adversos ocurridos y

aparicion de complicaciones.

e Analizar la factibilidad de realizar este procedimiento dentro de un

contexto de practica clinica hospitalaria habitual.

Secundarios:
e Analizar la eficacia del procedimiento en relacion a conseguir una
mejoria clinica del dolor, la funcionalidad, la calidad de vida y el estatus

laboral de los pacientes.

e Analizar la eficacia medida en términos radiolégicos (objetivacion de

fusidn ésea en la radiologia simple).

e Eliminar la morbilidad del sitio qurargico producida por el uso tradicional

del autoinjerto
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4. MATERIAL Y METODOS

4.1. Disefo del estudio

El estudi6 consistié en un ensayo clinico (EC) abierto, prospectivo, unicéntrico,
no aleatorizado, fase I/ll con un solo grupo experimental de tratamiento.
(CodigoEC:CSM/Fusién/2009-EudraCT:2010-018335-17; https:/clinicaltrials.gov
code Identifie: NCT01513694). El ensayo fue revisado y aprobado por el comité
de Etica del Hospital Universitario de Salamanca y la Agencia Espafiola de
medicamentos (AEMPS).

4.1.1. Consideraciones éticas

El estudio se realiz6 siguiendo el protocolo y recomendaciones para ensayos
clinicos y evaluacion del producto en fase de investigacion en el hombre, que
figuran en la declaracion de Helsinki, revisada en las sucesivas asambleas
mundiales (Asambleas Generales Mundiales WMA desde 1964 Helsinki hasta
la actualidad), y la actual Legislacion Espafiola en materia de Ensayos Clinicos
y de las Buenas Practicas Clinicas (RD 223/2004), siguiendo las normas ICH-
GCP (CPMP/ICH/135/95).

El Comité ético de investigacion clinica (CEIC) fue el encargado de revisar y

aprobar el protocolo y el consentimiento informado antes de incluir a los
sujetos. El sujeto firmo el consentimiento informado aprobado por el CEIC

previo a cualquier practica clinica.
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4.1.2. Consentimiento informado

El consentimiento de los participantes del ensayo se entreglé siempre por
escrito y el sujeto lo firmé y fech6 antes de ser incluido en el estudio.

Previo a la firma, el paciente recibio toda la informacion relativa a la naturaleza
del estudio, su proposito, los procedimientos implicados, la duracién prevista,
los riesgos y beneficios posibles implicados y se le entreg6 una copia de dicho

consentimiento informado.

También se les inform6 a los pacientes que su participacion era totalmente
voluntaria y podian retirarse del mismo en cualquier momento sin tener que
justificar su marcha y sin que su retirada suponga un perjuicio en su tratamiento

médico posterior.

4.1.3. Protecci6n de datos

Con el objetivo de garantizar la confidencialidad de los datos del ensayo, los
datos originales permanecieron en el hospital y solo tuvieron acceso a los
mismos el equipo investigador, el monitor del ensayo y el Comité Etico de

Investigacion Clinica del centro.

La recogida de los datos se realizé a través de los cuadernos de recogida de
datos (CRD) siguiendo lo recogido en la Ley Organica 15/99 de 13 de
Diciembre de Proteccion de Datos de Caracter Personal. Se mantuvo en todo

momento el anonimato de los sujetos participantes en el ensayo.
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4.2. Fases del estudio

El estudio se llevé a cabo mediante un protocolo de actuacion que obtuviera
informacion vdlida y cuantificada, y para ello se dividié en 3 fases como se

muestra en la figura 2.

Figura 2. Esquema de las fases del estudio

1, SELECCION
-Poblacion: Evaluacién inicial y criterios
-Obtencion, cultivo y expansion de CSM

2. TRATAMIENTO
Aplicacion de CSM durante la
intervencion quirtrgica

3. SEGUIMIENTO:
1m, 3m, 6m y 12m
-Variables estudiadas
- Efectos adversos

4.2.1. Fase Seleccion

Es la fase en la que se realizan la inclusion de los pacientes en el estudio, una
explicacion detallada del ensayo incluyendo las ventajas y posibles
inconvenientes (problemas técnicos y posibles complicaciones), la firma del
consentimiento informado por parte del paciente y la obtencion, cultivo y

expansion de las CSM.
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4.2.1.1. Poblacién estudiaday evaluacién pre-tratamiento

La seleccion de los pacientes se realizé en consultas externas de la Unidad de
Columna del servicio de Traumatologia del Complejo Asistencial de Salamanca
y se llevo a cabo durante un periodo de inclusién de 12 hasta 24 meses. Esta
seleccion se realiz6 bajo la aprobacion del CEIC del Hospital Universitario de
Salamanca y de acuerdo con la declaracién de Helsinki de 1975, revisada en
2000.

a) Criterios de inclusién y exclusion

Los pacientes derivados a la consulta por especialistas de nuestro centro o de
otros centros de la comunidad autbnoma de Castilla y Ledn por padecimientos
de la columna vertebral, para poder ser incluidos en el estudio, debian cumplir

todos, los siguientes criterios de inclusion:

Biodemograficos:

- Tener una edad entre 18 y 65 afios cualquiera que fuera su género.

- Estar capacitados para la firma del consentimiento informado.

Clinicos:
- Presentar un dolor lumbar y/o radicular refractario a tratamiento

conservador (farmacos, fisioterapia) de mas de 6 meses de evolucion.

Radiologicos:
- Tener el diagnéstico radiolégico de discopatia o enfermedad
degenerativa lumbar discal (DDD) monosegmentaria (L4-L5 o L5-S1):
disminucién del espacio discal, osteofitos, etc. en la Rx simple.

- Estadificarse como grado IV o V de Pfirrmann en la RMNZ,

Los pacientes seleccionados ademas de cumplir con los criterios descritos,
debian de tener la capacidad de cumplir con todos los requerimientos del

ensayo clinico, ademas, firmaron voluntariamente el consentimiento informado
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antes de la realizacion de cualquier prueba que no formara parte de la atencién
habitual de los pacientes (por ejemplo el consentimiento para la extraccion de
MO) y eran conocedores de la posibilidad de abandonar el ensayo en el
momento que quisieran, sin ser perjudicados en ningln momento durante su

atencion posterior.

Los pacientes que presentaron alguno de los siguientes criterios de exclusién

fueron excluidos del ensayo clinico:

- Rechazo por parte del paciente del tratamiento quirdrgico.
- Alérgicos a Penicilina (utilizada como suplemento del medio de cultivo).
- Mujeres embarazadas o en periodo de lactancia.
- Pacientes con alguna anomalia genética o adquirida estructural o
anatoémica que contraindique el procedimiento.
- Pacientes que padezcan importantes comorbilidades:
o Enfermedades psiquiatricas graves (drogodependencias, psicosis,
trastorno de la personalidad grave).
o Patologias tumorales.
o Enfermedades inflamatorias sistémicas (espondilitis, artritis
reumatoide, etc.).
o Enfermedades infecciosas activas.
- Pacientes tratados con terapia quimioterapica, inmunosupresora Yy
corticoidea.
- Pacientes que hubiesen recibido otro agente experimental en los ultimos
30 dias y/o que estuvieran incluidos en otro ensayo clinico.
- Riesgo quirargico elevado (ASA mayor o igual a 1V), o contraindicacion

anestésica.

En la tabla 4 se detallan las caracteristicas de los pacientes a estudio.
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Tabla 4. Caracteristicas de los pacientes (V=Varén / M=Muijer)

PACIENTE EDAD GENERO ESI\I;ICB)/ER ggl[_)lc():%LAR NIVEL PFIRRMANN ASA
1 41 Vv Sl Sl L4-L5 \Y, I
2 30 M Sl Sl L4-L5 v I
3 52 \Y Sl Sl L4-L5 v I
4 50 \Y Sl Sl L5-S1 \Y, I
5 44 \Y Sl Sl L5-S1 \Y, Il
6 54 M Sl Sl L4-L5 v I
7 42 V Sl Sl L5-S1 v I
8 33 M Sl Sl L5-S1 \Y, I
9 41 M Sl Sl L5-S1 \Y I
10 49 M Sl Sl L4-L5 \% I
11 50 M Sl Sl L5-S1 v I

b) Criterios de retirada y abandono

Se establecieron una serie de situaciones en los que los pacientes deberian

retirarse del estudio si cumplian al menos una de las siguientes:

- Obtencion de menos de 0.5x10° CSM por kilo de peso corporal de
receptor después de la expansion celular en el laboratorio.
- Presencia de acontecimiento adverso grave anterior a la aplicacién de
las CSM.
En este caso a estos pacientes se les ofreceria un tratamiento
alternativo adecuado y se deberia registrar el motivo de la discontinuidad
del estudio, programar un seguimiento si es necesario, y documentar su
evolucion.
- Otras causas por las que el paciente podria ser retirado del estudio son:
o Si el paciente es no cooperador o no cumple los requerimientos
del ensayo clinico.
o Cuando el facultativo considere que la salud del paciente puede

estar comprometida.
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o Si aparece toxicidad grave grado IV en la escala de efectos
adversos de la organizacién mundial de la salud (OMS).

o Si el efecto terapéutico obtenido con el tratamiento es
insatisfactorio.

o Si existe alguna situacién de violacion del protocolo.

o Si el paciente en cualquier momento decide retirar el
consentimiento informado.

o Sise da una pérdida del seguimiento.

Por otro lado el facultativo/ investigador podria a su criterio, suspender el

tratamiento en pacientes que presenten alguna de las siguientes razones:

o Negacion a recibir el tratamiento.

o Aparicion de enfermedad concomitante en el transcurso del
estudio.

o Violaciones mayores del protocolo.

o Requerimiento del paciente.

o No cumplimiento con las visitas establecidas.

o Razones administrativas.

o Cambios especificos o generales en el paciente que a criterio del

investigador considere que no debe recibir mas tratamiento.

Los pacientes que abandonasen el ensayo por cualquier motivo, no podian
volver a ser incluidos. En el caso de que la decision se debiera a la voluntad del

propio paciente, éste no estaria obligado a dar explicacién alguna por ello.

Si el paciente decidiera abandonar el estudio una vez administrado el producto
de investigacion (tras la realizacion del procedimiento quirdrgico), la retirada del
mismo no le aportaria ningun beneficio en cuanto a seguridad, por lo que si es

posible se le recomendaria continuar en el mismo.
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c) Interrupcion del ensayo clinico

El estudio podria interrumpirse por el equipo investigador de manera definitiva,
ante cualquier acontecimiento adverso grave relacionado con el tratamiento o si

se cumplieran alguna de las siguientes circunstancias:

Toxicidad grave relacionada con la infusién en 3 de cada 10 pacientes.
Respuesta terapéutica en menos de 3 de cada 10 pacientes.
Infecciones graves en mas de 7 pacientes de cada 10.

I

Falta de inclusion de un minimo de 5 pacientes en los primeros 18
meses desde su aprobacion y distribucion.

Por lo tanto, después de todas estas consideraciones y de la aplicacion de los
anteriores criterios descritos, la poblacion a estudiar se constituyo por 14
pacientes con discopatia degenerativa unisegmentaria que precisaron una
artrodesis del segmento vertebral enfermo. De entre dichos pacientes (6
hombres y 8 mujeres), 3 fueron excluidos por fallos de screening (1 caso de
sifiis y 2 de hepatitis viral), obteniéndose finalmente una muestra de 11
pacientes, intervenidos en nuestro centro (HUS, Salamanca, Espafia) de

enfermedad degenerativa lumbar unisegmentaria entre los afios 2010 y 2013.
d) Evalucidén pretratamiento

A la poblacion resultante del estudio, se les llevo a cabo los siguientes estudios

y evaluaciones:

- Estudio preoperatorio habitual (valoracién anestésica, analitica,
ECG, Rx de térax si es necesatrio, etc.)
- Evaluacion clinica y de discapacidad:
a) Escala visual analogica (EVA)
b) “Owestry disability index” (ODI)
- Evaluacion del estado general de salud o calidad de vida:
a) “Short Form-36 Health Survey” (SF-36)
- Situacion laboral.
- Diagnostico clinico de discopatia degenerativa lumbar: dolor

lumbar y/o radicular de caracteristicas mecanicas.
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- Diagndstico radiologico: Rx simple anteroposterior y lateral, Rx
simple lateral funcional y RMN (clasificacion de Pfirrmann del

grado de discopatia).

En la primera visita, se le realiz6 a cada paciente que acudié con sospecha de
discopatia lumbar, una historia clinica completa incluyendo enfermedades
concomitantes y medicacion, ademas de una exhaustiva exploracion fisica.
Tras la explicacion de los detalles del estudio y tratamiento y la valoracion
clinica para constatar que el paciente cumple los criterios de inclusién y

exclusion, se obtuvo el consentimiento informado por escrito.

Posteriormente, se realizaron las siguientes pruebas valoraciones

diagnosticas:

- Test de embarazo en suero a todas las mujeres en edad fértil.

- Rx simple AP, lateral y lateral funcional (en flexo-extension) para
establecer el diagnéstico de discopatia lumbar de un anico nivel.

- RMN para clasificar el grado de la discopatia segun lo estadios de
Pfirrmann?0.

- Valoracion clinica segun la escala EVA para evaluar el nivel subjetivo de
dolor.

- Cuestionario de discapacidad funcional ODI/ Owestry.

- Cuestionario de calidad de vida: SF 36

- Estudio preoperatorio y valoracion anestésica.

- Interrogatorio sobre su situacion laboral.

42.1.2. Produccioén celular

Cuatro semanas antes del procedimiento, cada paciente fue sometido a una

extraccion de 20-25ml de médula 6sea, en quiréfano y en condiciones de
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esterilidad, bajo sedacién. Posteriormente las células obtenidas pasaron a la
Unidad de Produccion Celular, donde se realiz6 la expansion de las mismas de
acuerdo al protocolo estandar de fabricacibn GMP (Good Manufacturer

Practice).

La produccion de células se realiz6 en la Unidad de Produccion de células
GMP del Hospital universitario de Salamanca. Se siguieron 1os mismos pasos
para el procesamiento de las células que en estudios previos realizados por el
mismo equipo en modelo animal®’ con la ligera modificacién de afiadir fosfato

tricalcico (TCP) al producto final de las CSM.

No existen datos que predigan el nimero de CSM que se requieren para
conseguir la formacion de hueso, ni el porcentaje de células que sobreviven
tras su administracion, ni aquellas que se diferencian una vez implantadas. Asi,
estudios preclinicos en modelos animales han mostrado variaciones de dosis
muy importantes (desde 1x10® a 100x108 CSM/animal) 166-168.198

En este trabajo, la dosis establecida se fij6 en funcion del peso del paciente
que oscilaria entre 0,5x10® CSM/Kg peso receptor (dosis minima) hasta
1,5x10% CSM/Kg (dosis maxima). Estas dosis son inferiores a las utilizadas en
modelos animales por lo que no presentan en ningun caso problemas de

toxicidad.

El nimero de referencia del dossier medicinal (IMPD) aprobado por la AEMPS

para la produccion de células fue PEI-100-007.
4.2.1.2.1. Extraccién de médula 6sea

Entre 20 y 25ml de MO fue obtenido de la cresta iliaca de cada paciente en
qguiréfano siguiendo los procedimientos estandar del servicio de Hematologia
del HUS y luego transferido en condiciones estériles a las instalaciones de
GMP.

Este procedimiento se llevd a cabo cuatro semanas antes de la realizacion de
la Cirugia de fusién lumbar, en quiréfano, bajo condiciones de esterilidad y bajo

sedacion o raquianestesia y se obtuvo dicho aspirado de MO procedente de
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cresta iliaca posterosuperior. La muestra se depositaba en tubos estériles
(Venoject) con heparina (Heparina 5000 Ul/ml) y se enviaba al laboratorio de
GMP del Hospital Universitario de Salamanca para su procesamiento, siempre
dentro de las 24 horas siguientes a la extraccion.

4.2.1.2.2. Obtencion del lisado plaquetario

El uso de CSM en ensayos clinicos requiere, para la expansién “in vitro” de las
células progenitoras, la utilizacion de suero de ternera fetal, lo que presenta un
riesgo para el humano de contaminacién por priones u otros microorganismos.
Para evitar el uso de productos animales con este fin, minimizando asi sus
posibles complicaciones como la transmision de enfermedades infecciosas se
puede usar como alternativa el suero autélogo tras la realizacion de un proceso

de plasmaféresis.

Aunque hay estudios en animales, apenas hay datos sobre la seguridad y

eficacia de este procedimiento en humanos*®°.

Recientemente se ha podido demostrar que las CSM humanas pueden
expandirse con rapidez y con una expresion genética estable en suero
autélogo, en ausencia de factores de crecimiento!®®, pero esta técnica requiere
la realizacion de una plasmaféresis al paciente para obtener el suero, y la
cantidad obtenida es en ocasiones insuficiente para la realizacion del proceso
de expansion. Basandonos en un estudio del mismo grupo de investigacion,
realizado previamente, en el que se demuestra que la adiccion de extracto
plaquetario al medio de expansion acorta el periodo de cultivo, se planted
utilizar este suplemento en lugar de suero autélogo?®°. Ademas, este producto
no altera la estabilidad ni la capacidad de diferenciacion de las células y cumple
todos los estandares de calidad para su uso clinico siendo aportado por el

Centro de hemodonacién de Castilla 'y Leon.

El lisado plaquetario se obtuvo de bolsas de plaquetas caducadas extraidas en
el centro de hemodonacion, identificadas y testadas segun los estandares

legales aplicables a los productos hemoterapicos. Al llegar al laboratorio de

53



Material y Métodos

GMP de Terapia Celular, fueron congeladas a — 80°C durante 3- 4 dias para
conseguir el lisado plaquetario y obtener un extracto que contuviera los factores
de crecimiento. Tras descongelarlas a 37°C se procesaron en una cabina de
flujo laminar y posteriormente se centrifugaron a 900 g durante 30 segundos,
el sobrenadante obtenido se congel6é a -20°C. De este pool se tomd una
muestra para control microbioldgico y otra para registrarla en la plaquetoteca.

En el momento en que se fue a llevar a cabo la aplicacién, el producto se
descongelo y se le afadio el medio de cultivo a-MEM a una concentracion del
5%.

4.2.1.2.3. Transportador o carrier

En los ensayos clinicos de tratamiento con terapia celular, el principal problema
es la supervivencia de las células tras su administracion y colocarlas en una

localizacion adecuada.

El objetivo de este estudio es obtener una masa 6sea de fusion espinal solida,
por lo que las células se debian de administrar de manera directa en el lecho
de fusion, que en este caso es el espacio intertransverso y facetario, para asi
proporcionarles un ambiente que favoreciera su diferenciacion hacia la linea
celular osteoblastica. Esto es posible gracias a la presentacion de las CSM con

un transportador o “carrier”.

El carrier es el soporte para la suspension celular, se trata de un compuesto
sintético de uso comercial aprobado para su utilizacion en clinica en nuestro

pais y con sello de la Comunidad Econémica Europea (CEE).

En este estudio el “carrier’ utilizado estaba compuesto por fosfato tricalcico
(TCP) e hidroxiapatita (HA), que permitié6 posteriormente que durante el acto
quirdrgico, las células se adheriesen a su superficie y penetraran a través de su
poros, para permanecer asi en la localizacién deseada. Estos transportadores
utilizados no presentan ningun problema de seguridad ya que estan
autorizados por la Agencia Europea del Medicamento (EMEA) y la Agencia de

Administracion de Medicamentos y Alimentos de EEUU (FDA), ademas se
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reabsorben de forma gradual y no se han descrito reacciones de rechazo o

incompatibilidad tras su mezcla con las células'®’.

El carrier empleado de TCP e HA constituyd un compuesto denominado
Conduit-TC, integrado por 70% de TCP y el 30% restante por HA. Su
formulacion es en granulos y viene dispuesto en frascos de 10cc estériles, lo

gue permite su facil manejo en condiciones estériles.

4.2.1.2.4. Preparacion del producto celular: Obtencion del

compuesto de células mesenquimales

El objetivo de la preparacion de la muestra de MO es la obtencion de células
para su expansion en condiciones GMP. Durante este proceso las células
sufren un determinado numero de pases (5 pases 0 expansiones como

maximo) para obtener el nimero de células indicado (0,5-1,5 x 108CSM/Kg).

Desde la extraccion de la MO (20-25ml) y su depdsito en bolsas estériles con
heparina, hasta la entrega en el laboratorio para su procesamiento y expansion

de las células mesenquimales no pudieron transcurrir mas de 24 horas.

Las células fueron aisladas tras la centrifugacion (primero a 2000g durante 20
minutos y posteriormente a 450g durante 8 minutos) con gradiente de densidad
(Ficoll®- Paque, GE Healthcare Biosicences, AB, Uppsala, Suecia); el recuento
de las células mononucleadas se realizO en camara de Neubauer
posteriormente se sembraron para su cultivo y expansion, en frascos que
contenian inicialmente con una concentracién de 160.000 células/cm? en una
superficie de poliestireno no recubierta (Corning Costar, Milan, Italia) con un
medio de cultivo que contenia un caldo de cultivo (94% aMEM) con un 1% de
penicilina/estreptomicina (Gibco, Paisley, UK), un 5% de sobrenadante de
lisado plaguetario de donante sano y 2 Ul/ml de heparina (Hospira, Alcobendas,
Espafia); y se mantuvieron a una temperatura de 37°C en una atmdsfera
humidificada de 5% de CO..

Después de una confluencia del 70-80%, se realizaron sucesivos pases de
cultivo en los que las células se separaron con TrypLE Select (Gibco, Pasley,

Reino Unido) y fueron resembradas a 5000 células /cm2 Después de dos o tres
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pases, tras 4 semanas de cultivo, las células se desprendieron, lavaron y
concentraron para el implante. La figura 3 muestra el resumen de dicho

proceso.

Se determind la pureza del cultivo mediante citometria de flujo que permitié
conocer la expresion de los marcadores celulares. Se detectd la ausencia de
marcadores CD34, CD45, HLA-DR, CD-19, CD-14 y la presencia de los
marcadores CD73, CD90 y CD105. En todos los pases y al final del proceso se
realizaron recuentos celulares, controles microbiolégicos, estudios de
viabilidad, caracterizacion fenotipica por citometria y despistaje de micoplasma
e infecciones bacterianas (tincion GRAM). También se realizaron estudios de
diferenciacién hacia tres lineas (adipocito, osteoblasto y condrocito) previo a la

infusion.

Figura 3. Obtencion y cultivo de CSM
Figura 3B. Expansion de CSM

2" passage 3¢ passage

25 cm? | 2475 cm? f 8x75cm?

Cultivo inicial Expansion Confluencia

El producto final se constituyé por aproximadamente entre 0,5- 1,5 x 108
células/Kg del paciente, en una suspension celular estéril de pequefio tamafio

(5-10 ml), y posteriormente se mezclé con 20 ml del transportador, ya definido
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en apartados anteriores, compuesto por TCP e HA (Conduit- TC Granules,
Depuy-Spine, Raynham, MA, US).

La composicion de la suspensién de las CSM fue la siguiente:

- Sustancia activa: Células madre mesenquimales de la MO.
- Carrier: Conduit TCP.
- Excipientes: Solucion de Suero fisiolégico (Baxter PE 1307):
o Cloruro sédico (900mg/100ml)

= Sodio: 154mmol/l

= Cloruro: 154mmol/l

= PH:55

= Osmolaridad 308 mOsm/I (aproximadamente)

Este producto final fue cargado en dos jeringas, liberado tras su aprobacion por
los responsables de produccion y de control de calidad y llevado a la sala de

quirofano para su infusion en el paciente durante el procedimiento quirurgico.

Las jeringas fueron depositadas en bolsas térmicas de transporte con 2
acumuladores de frio (congelados previamente durante 24 horas a -20°C) vy el
contenedor para su transporte se mantuvo refrigerado (2-8°C) hasta el

momento de la implantacion en el paciente.
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4.2.2. Fase Tratamiento

Esta fase consiste en la aplicacion de las CSM en el espacio intertransverso,
que es el lecho de fusion, durante el procedimiento quirirgico de artrodesis
vertebral posterolateral instrumentada.

Tras la cirugia a los pacientes se les permitié la sedestacién en el primer dia
postoperatorio sin necesidad de faja ortopédica y la deambulacion el segundo
dia, dandose de alta a los 5-6 dias si no aparecieron complicaciones.

4.2.2.1. Procedimiento quirdrgico

El procedimiento quirdrgico realizado fue, en todos los casos, una artrodesis
posterolateral instrumentada, llevada a cabo por el mismo equipo de cirujanos.
En un caso ademas se realizO una hemilaminectomia izquierda vy

descompresion radicular de la raiz L5.

En todos los procedimientos fue utilizada anestesia general y profilaxis
antibidtica con cefazolina 2 gramos intravenosos durante la induccién

anestésica.

La incision realizada fue la linea media posterior lumbar sobre las espinosas del
segmento afecto, tras la desinsercion de la musculatura paravertebral, se
expusieron las apdfisis transversas y se realizo curetaje de las mismas como
preparacion del lecho de fusién en la zona intertransversa. Se colocaron los
tornillos pediculares de titanio en el segmento vertebral afecto y si fuera

necesario se realizo la descompresion del tejido neural.

La mezcla de la soluciéon celular constituida por una suspension de CSM
(suspendidas en suero fisiolégico) en una Unica dosis de 0,5-15x10° células/kg,
junto al soporte biocompatible de TCP e HA, proporcionada por el personal de
la sala de produccion celular tras su validacion, fue aplicado en el lecho de
fusidén (espacio intertransverso y macizos facetarios) tras la preparacion del
mismo mediante la decorticacion de la superficie ésea, aplicando el contenido

de cada jeringa a cada lado como se puede observar en la figura 4. Su
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administracion directa fue facil debido a que la porosidad del carrier le confiere
a la mezcla una consistencia semipastosa que favorece su administracion en el

lugar adecuado.

No se usaron sustancias adicionales a este producto aplicado para conseguir la

fusion espinal.

El cierre de la herida se llevo a cabo con el aporte de un drenaje no aspirativo

para evitar la aspiracion del implante celular.

En el postoperatorio, los pacientes recibieron profilaxis tromboembdlica con
enoxaparina 40 mg s.c. cada 24 horas durante 10 dias.

El primer dia postquirdrgico se les permitié a los pacientes la sedestacion sin
necesidad de ortesis lumbar, y al segundo dia la bipedestacion y deambulacion.
La estancia media hasta el alta fue de unos 5 dias con un rango que oscilo

entre 4y 6 dias).

Figura 4. Procedimiento de aplicacion de las CSM en el lecho de fusién

4.2.2.2. Tratamientos concomitantes

Fueron prohibidos los medicamentos, tratamientos o procedimientos que se
consideraron que podian interferir con el producto de investigacibn como

cualquier otro agente en investigacién, tratamientos o procedimientos
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alternativos al tratamiento con CSM para obtener fusion Iumbar,

quimioterapicos, inmunsupresores y corticoides.

4.2.3. Fase sequimiento

En el postoperatorio inmediato se realizé un seguimiento diario en la planta de

hospitalizacion durante los primeros dias.

En las visitas en consultas externas (al mes, 3 meses, 6 meses y al afio), segun
muestra la tabla 5, se estudiaron los resultados clinicos de mejoria o
empeoramiento sintomatico y los radiolégicos en términos de fusion vertebral
observada en la Rx simple Ap y lateral y funcionales, y también se registro

cualquier efecto adverso que ocurriera durante el proceso.

El seguimiento de los pacientes posterior al alta, se estableci6 en 12 meses
incialmente, todos los pacientes fueron evaluados de forma longitudinal para
todos los parametros clinicos y paraclinicos. Se establecio este periodo ya que
si al afio postoperatorio no se objetivaba fusion se consideraria que estabamos

ante una pseudoartrosis y por tanto, un fracaso de la técnica.

Aunque el seguimiento inicial establecido del ensayo fue de 12 meses, se
evalud a todos los pacientes durante otros 5 afios para determinar la seguridad

y la eficacia a largo plazo.
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Tabla 5. Cronograma de la valoracién en consulta

-Diagnostico clinico (dolor, capacidad funcional, ABVD)
> - EVA
Seleccion - oDl
- SF-36
-Diagndstico radioldgico: Rx AP, Lateral y dindmicas. RMN
-Parametros analiticos/ ASA

- EVA - Rx APy Lateral
- ODI

3 meses - EVA - Rx APy Lateral
- ODlI
- SF-36

6 meses - EVA -Rx APy Lateral
- ODlI
- SF-36

- EVA -Rx APy Lateral
- ODI
- SF-36

4.2.3.1. Procedimientos realizados durante el seguimiento:

Los pacientes realizaron visitas de seguimiento cada mes, 3 meses, 6 meses y

un afo, en las cuales se realizaron las siguientes evaluaciones:

- Anamnesis y exploracion fisica

- Documentacion del estado del paciente
- Variables clinicas

- Variables radiolégicas

- Documentacion de Efectos Adversos

En la visita de fin de tratamiento (al afio) ademas del interrogatorio al paciente,

de su exploracion fisica y de las evaluaciones anteriores, se realizaron:

- Extraccion de muestras de sangre para analisis de:
o Hematologia (recuento sanguineo completo, formula sanguinea)
o Bioquimica (bilirrubina, creatinina, AST, ALT, fosfatasa alcalina,
LDH, albamina, colesterol total, colesterol HDL, colesterol LDL,
triglicéridos y HbA1c)
-  Rx Apy axial de ambas caderas

- Documentacion de la medicacion y tratamientos concomitantes.
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a) Variables analizadas en cada visita:

e Variables clinicas:
o Dolor o Eficacia clinica: Escala visual analégica (EVA)?°1
o Funcién o Discapacidad funcional: Owestry (ODI)?%?
o Calidad de vida mediante el cuestionario SF-36 23

o Estatus laboral: incapacidad, cambio de actividad, reincorporacion

laboral.

e Variables radiolégicas:

o Fusion radioldgica: Existencia de puentes 0seos claramente

evidenciables en la radiografia simple AP y lateral y dindmicas (en flexo-
extension) y ausencia de lineas de radiolucencia que pueden indicar retardo de

consolidacion o pseudoartrosis.

Aunque la RMN es una modalidad radiolégica muy util para la evaluacion de las
partes blandas, tiene nula utilidad como método para establecer la consecucion
de la fusion 6sea. Por esta razon, en este estudio, como en la mayoria, la
evaluacion de la consecucion o no de la artrodesis o fusion se realizo utilizando

la radiologia simple.

El TAC (tomografia axial computerizada), que también puede poner de
manifiesto la existencia de la fusién 6sea, no se propuso como meétodo ya que
supone someter al paciente a una dosis de radiacion muy importante sin que

suponga un aporte rentable ni para el paciente ni para el estudio.

b) Acontecimientos adversos registrados en cada visita

Un acontecimiento adverso se define como cualquier episodio o experiencia
médica desfavorable en un paciente o sujeto de ensayo clinico que recibe un
tratamiento experimental (en este caso células mesenquimales de MO) sin
importar la dosis o relacion causal. Puede incluir cualquier signo (como una
erupcion cutanea), sintoma (como nauseas o dolor toracico) desfavorable, un

hallazgo anormal de laboratorio o radiol6gico o una enfermedad temporalmente
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asociada al uso de la terapia celular o empeoramiento de alguna patologia

preexistente.
Todos estos efectos, fueron recogidos en la historia clinica del paciente y en el
cuaderno CRD, registrando su gravedad asi como su relacién con el producto

del estudio.

e Tipos:

- Se califica de acontecimiento adverso grave (AAG) a cualquier experiencia no
deseada que afecta al paciente, esté o no relacionada con el tratamiento
experimental y que dé lugar a la muerte, suponga un riesgo para la vida,
provoque la hospitalizacion o una incapacidad permanente; también se
consideran AGG reacciones adversas importantes que no comprometen de
manera inmediata la vida pero que suponen un peligro para el paciente y/o
gue requieren un tratamiento o intervencion para prevenir lo anteriormente

citado. Estos, deben ser comunicadas de forma inmediata.

- La muerte téxica se define como la muerte secundaria a la toxicidad del

tratamiento y es independiente de la valoracion de la respuesta al tratamiento.

- La hospitalizacién es el ingreso oficial en un centro hospitalario y constituye

criterios de gravedad de un acontecimiento adverso.

- Un acontecimiento adverso relacionado con el protocolo aparece durante el

estudio clinico pero no esta relacionado con el producto de investigacién, sino

con alguno de los pasos o procedimientos realizados.

e Valoracion de la causalidad y severidad de los acontecimientos

adversos

Fue necesario determinar la manera de evaluar los efectos adversos ocurridos

durante el procedimiento y seguimiento posterior, para establecer su relacién
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con el proyecto o con el producto implantado y su severidad o gravedad. Por
esto se clasificaron los efectos adversos:

- Segun la causalidad:

o No relacionado: No hay evidencia de ninguna relacion causal.

o Improbable: Existe poca evidencia que sugiera relacion causal, por
ejemplo debido a que el efecto puede aparecer alejado en el tiempo
de la administracion del producto o que otros factores puede que
hayan contribuido a la aparicién del acontecimiento.

o Posible: Existen evidencias que sugieran una posible relacién causal,
por ejemplo que haya ocurrido en un tiempo razonable después de la
administracién de las CSM, pero que a pesar de esto exista la
influencia de otros factores que puedan contribuir a su aparicion.

o Probable: Existen evidencias que sugieran una relacién causal y la
influencia de otros factores es poco probable.

o Sequro: Existen evidencias claras que sugieren una relacion causal y
se puede descartar una contribucion de otros factores.

o No valorable: No hay evidencia suficiente para poder hacer un juicio

clinico sobre una relacion causal.

- Segun la gravedad:
o Leve: El efecto es apreciado por el paciente pero no interfiere con su
vida habitual.
o Moderado: El efecto adverso produce molestia e interfiere con la vida
habitual del paciente.
o Grave: El efecto adverso limita severamente la capacidad del paciente
de realizar tareas habituales, requiere tratamiento sintomatico y pone

en peligro directo la vida del paciente.
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5. RESULTADOS

Como se ha mencionado en el apartado anterior, la poblacion final estaba
compuesta por un unico grupo experimental de tratamiento compuesto por 11
pacientes (5 hombres y 6 mujeres) con edad media de 44 afos (rango
comprendido entre 30 y 55 afios), todos ellos con signos y sintomas clinicos de

afectacion lumbar y radicular.

El 54,5% presentaba patologia discal que afectaba al espacio L5-S1y el 45,5%
patologia que comprometia al espacio L4-L5. En cuanto al grado de severidad
radiol6gica segun la clasificacion de Pfirrmann que se apreci6 en la pruebas de
RMN, el 54,5% se ajustaba al estadio V y el 44,5% al estadio IV. El riesgo
anestésico en estos pacientes segun la clasificacion de la American Society of
Anesthesiologist (ASA) 2% situ6 a 7 pacientes en ASA 1y a 4 en ASA 2. Estos

datos se detallan en la tabla 6.

Tabla 6. Caracteristicas de los pacientes en nimero y porcentaje

n° %

L4-L5 5 455
Espacio Discal

L5-S1 6 54,5
Clasificacion Grado IV 5 45,5
Pfirrmann Grado V 5 545

ASA | 7 63,6
ASA

ASA I 4 36,4

Estos pacientes recibieron durante la intervencion quirargica de artrodesis
vertebral lumbar unisegmentaria, el producto celular autélogo final obtenido en

el laboratorio de Produccién Celular GMP. El agregado celular fue sometido a
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los controles pertinentes (aspecto del cultivo, recuento celular, viabilidad,
identificacion fenotipica y ensayo de micoplasma) y se suspendi6 en 5-10 ml de
solucién estéril de suero fisioldgico a razon de 1ml de solucién por cada 5-10
millones de CSM, para ser presentado en el quir6fano con el objetivo de
aplicarlo durante el acto quirdrgico, en 2 jeringas en las que se procedi6 a la
mezcla de la suspensién celular con el soporte compatible de HA y TCP
(Conduit™ TCP). Las principales caracteristicas del producto celular aplicado se

resumen en la tabla 7.

Tabla 7. Caracteristicas del producto celular de CSM tras la expansion

Paciente Peso Dosis Pase Diasde Viabilidad Cariotipo Diferenciacion
(Kg) (x10%Kg) cultivo (%) in vitro

1 88 1,5 20 25 95 46,XY [17] SI

2 82 1,5 1° 18 91,8 46,XX [22] Sl

3 75,3 1,06 1° 18 92 No SI
Metafases

4 75 1,33 1° 26 97 46, XY [21] Sl

5 94 1,5 1° 20 94 46, XY [20] Sl

6 68 1,5 20 26 97 46, XX [20] Sl

7 98 1,5 1° 21 94 46, XY [20] Sl

8 74 1,5 1° 20 95 No. Sl
Metafases

9 51 1,5 1° 21 94 46, XX [15] Sl

10 84 1,5 20 26 100 46, XX [20] Sl

11 64 1,5 20 21 95 46, XX [21] Sl
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5.1. Analisis estadistico

5.1.1. Métodos estadisticos

Para el estudio y andlisis de los datos se empled el método estadistico T de
Student y U de Mann-Witney para variables cuantitativas y Chi cuadrado para
variables categoricas o cualitativas. Este andlisis se llevé a cabo en el HUS.

5.2. Resultado final

5.2.1. Resultados clinicos y funcionales

Para el estudio de la mejoria clinica en relacion tanto con el dolor lumbar como

con el dolor radicular se utilizo la escala visual analogica (EVA).

Lo pacientes en cada revision en consultas puntuaron la escala de dolor segun
Su percepcion subjetiva del mismo, rellenando un modelo como el que se

muestra en la figura 5.

Figura 5. Modelo de EVA

Escala Visual Analdgica
de dolor lumbar (1) y de dolor en miembro inferior (2)

1. Por favor, comenzando por la izquierda de |a siguiente barra, trace una linea hacia la derecha indicando la
intensidad de su DOLOR DE ESPALDA (DOLOR LUMBAR) en las ultimas 4 semanas

Ningun dolor Maximo dolor

l |

>

2. Ahora, haga Igual, Indicando la Intensidad de su DOLOR EN LA PIERNA (ClATlCA) en las ultimas 4 semanas.

Ningtn dolor Maximo dolor

—
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Durante los periodos de valoracion (en las visitas médicas al mes, a los 3
meses, a los 6 meses y al afio), existieron variaciones de la percepcion del
dolor, pero comparando los resultados de los valores tras la cirugia de
artrodesis vertebral y de CSM (en la visita final a los 12 meses), con los valores
preoperatorios (de la valoracion pre-tratamiento), se aprecié una mejoria clinica
de ambos sintomas clinicos, objetivando una mejoria mas significativa en lo
que se refiere al dolor radicular, ya que se produjo una reduccion del dolor de 8
a 3 de puntuacién EVA. La mejoria del dolor lumbar se objetivd en una
disminuciéon de la puntuacion de 8 (valor pretratamiento) a 5 (valor en la visita

final). Estos datos se exponen en la tabla 8.

Tabla 8. Puntuacién EVA para dolor radicular y dolor lumbar

Mediana Minimo Maximo

EVA basal, radicular 8 3 10
EVA 1 mes, radicular 4.5 0 8

EVA 3 meses, radicular 1.3 0 6.8
EVA 6 meses, radicular 0.9 0 8.4
EVA 12 meses, radicular 3.6 0 8.6
EVA basal, lumbar 8.2 5 10
EVA 1 mes, lumbar 3.6 1.5 7.8
EVA 3 meses, lumbar 4 4 6.6
EVA 6 meses, lumbar 3 0.3 7.5
EVA 12 meses, lumbar 5.1 0 8.8
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Ademas, en ambos tipos de dolor se produjo la mayor mejoria de los pacientes

durante el primer mes postoperatorio como se puede apreciar en la figura 6.

Figura 6. Evolucién del dolor lumbar y radicular segun la EVA

\

AN
\\ / —¢—Dolor lumbar
)

W - Dolor radicular
N\ /

N

EVA basal EVA1mes EVA3 meses EVAG6meses EVA 12 meses

O B N W b U1 O N 00 O
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El estado funcional se recogié mediante el indice de discapacidad de Owestry

(ODI) completado también por los pacientes en todas las visitas
postoperatorias. La correlacion de los valores porcentuales con el grado de
discapacidad, segun dicho indice, se puede observar en la tabla 9.

Tabla 9. indice de discapacidad Owestry/ ODI

Porcentaje Limitacion Implicaciones

funcional

0-20% Minima No precisa tratamiento. Consejos posturales y ejercicio
20-40% Moderada Tratamiento conservador

40-60% Intensa Requiere estudio

60-80% Discapacidad Requiere intervencion

>80% Maxima Postrado o simulador

Los sujetos del estudio contestaron preguntas sobre la intensidad del dolor; la
aparicion del dolor durante actividades basicas de la vida diaria como la
bipedestacion, la sedestacion, las actividades sexuales, los cuidados
personales y de higiene, y el grado de afectacion del suefio que
experimentaban tanto antes como después del tratamiento protagonista de este

ensayo clinico.

El analisis ODI, por lo tanto, también mostré una mejoria del estado de
discapacidad de los pacientes tras la intervencion quirdrgica. Al inicio del
tratamiento, como se aprecia en las tabla 10 y 11, en las visitas previas al
tratamiento quirdrgico, el valor ODI mostraba una discapacidad severa (ODI
basal 56%), mientras que 12 meses después de la cirugia de fijacion vertebral
con la aplicaciéon de las CSM, la limitacion funcional que se obtuvo fue
moderada (ODI 31%).
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Tabla 10. Valores de ODI en la poblacion a estudio

Mediana Minimo Maximo
ODI basal 56 12 74
ODI 1 mes 32 20 66
ODI 3 meses 29 8 60
ODI 6 meses, 22 6 60
ODI 12 meses 31 4 62

Tabla 11. Correlacion entre el valor de ODI y el grado de discapacidad

Valor ODI Mediana Incapacidad
Basal 56 Intensa

1 mes 32 Moderada

3 meses 29 Moderada

6 meses 22 Moderada

1 afio 31 Moderada
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El estado fisico y mental, evaluado por el cuestionario SF-36, también mostro
una mejora significativa durante el primer afio después de la cirugia. Este
cuestionario fue rellenado por los sujetos del estudio en todas las visitas,
exceptuando la visita del mes postoperatorio, debido a que los datos podian
verse alterados por el dolor postquirdrgico y por las falsas expectativas de los
pacientes al tratarse de un periodo muy corto de evaluacion poco valorable.

En la figura 7 se puede observar como los pacientes partian, en la consulta
inicial pre-tratamiento, con una valoracion de su estado fisico mas baja que la
valoracién que tenian de su estado mental, presentando unos valores de 34,14
en el caso de la valoracion fisica y de 45,28 en el caso de la valoracién mental.

Al afio de la intervencién quirargica, se observé una mejoria mas cuantiosa en
el estado psicolégico de los pacientes debido a que estos presentaron un
incremento de su estado mental en unos 15 puntos (valor final de 61,71),

mientras que el incremento del estado fisico result6 en aproximadamente 10
puntos (valor final 45,5).

Figura 7. Diagrama de barras del cuestionario SF-36

-~ - m Estado Fisico
30

. ®m Estado Mental

Estado Mental

Seleccion —— Estado Fisico
3 meses ——
6 meses

12 meses
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El paciente nidmero 2, que necesitd ademas de la estabilizacion espinal
mediante la instrumentacién con tornillos, una descompresion de estructuras
neurales (en este caso de la raiz L5), recibié analgesia adicional para los
episodios dolorosos durante el seguimiento. Dicho paciente, estaba recibiendo
tratamiento antidepresivo antes de la cirugia, pero no padecia una enfermedad

mental grave.

En cuanto a la incorporacion laboral de los pacientes, 10 de los 11 pacientes

volvieron a la actividad, todos desempefiando los mismos puestos de trabajo
excepto uno que cambid de puesto.

El paciente que no volvio a la actividad laboral tampoco estaba ejerciendo
actividad laboral previa a la cirugia, encontrandose en situacién de desempleo,

y ademas estaba involucrado en un litigio médico-legal.
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5.2.2. Resultados radioldgicos

La fusion radioldgica solida se obtuvo con éxito en 9 de los 11 casos al final del
estudio, observandose inicio de fusién 6sea en el 67% de los pacientes a los 3
meses y el 33% restante a los 6 meses.

La figura 8 proporciona informacion sobre la aparicion radiol6gica de fusion
espinal 6sea L5-S1 del sujeto 9 del estudio. En la imagen A, al mes del
tratamiento, se observa el producto celular aplicado durante la intervencién en
el espacio intertransverso, y en las imagenes B, Cy D se muestra la formacion
de puentes éseos en el lecho de fusion hasta constituir una masa 6sea sélida a

los 12 meses.

Figura 8. Evolucion de la Rx AP de la fusién espinal L5-S1 tras una intervenciéon de
artrodesis posterolateral.
(A: 1 mes; B: 3 meses; C: 6 meses; D: 12 meses)
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Figura 9. Rx AP de la fusion espinal L4-L5 tras una intervencion de
artrodesis posterolateral, en la que se observan puentes 6seos en el espacio
intertransverso (asterisco*) 1 afio después de la cirugia, Paciente 3.

Resultados

En ningun caso se detectaron segmentos de movimiento, areas liticas o

pseudoartrosis.
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5.2.3. Andlisis de eficaciay seguridad del estudio

Estos analisis se aplicaron a todos los pacientes incluidos en el estudio y mas
especificamente, los analisis de eficacia se realizaron en la poblacion con

intencién de tratar.

Los datos de eficacia y seguridad de esta alternativa de tratamiento, se
recogieron durante un periodo que transcurrio desde la administracion del
producto celular en el acto quirdrgico, hasta los 7 dias posteriores al fin del

seguimiento.

Para el estudio de eficacia primaria se incluyeron todos los pacientes que

concluyeron el estudio y aquellos que fueron retirados del tratamiento siempre
gue cumpliesen los criterios de abandono y retirada. El conjunto de datos fue

posteriormente definido en el plan de analisis estadistico.

Las evaluaciones relativas a la seguridad dependieron de la incidencia,
intensidad y tipo de acontecimientos adversos aparecidos durante el
tratamiento, asi como de los cambios clinicos significativos evidenciados
durante la exploracion fisica de los pacientes en las revisiones en la consulta

durante el periodo de seguimiento.

Todos estos datos, asi como los de posibles fallecimientos o acontecimientos
adversos graves o que requirieran la suspension del tratamiento, se recogieron

en una tabla como se muestra en la figura 10.
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Figura 10. Sistema de recogida de los efectos adversos en los CRD

Resultados

Acciontomada™ | Se considera un acontecimiento
adverso grave?! O SICONO

CEMFusiond CODNGO DE PACIENTE: EFECTOS ADVERSOS
NOMBRE: Fecha de inicio
"D
IR
Severidad Relacion™ Fecha de fin

i Continda al final del estudio? O

Acciontomada. | Se consideraun acontecimiento
adversograve?! O SI O ND

NOMERE: Fecha de inicio
"D
Lol 1]
Severidad Relacion™ Fecha de fin
Lol 1]
Acciontomada™ | Se considera un acontecimiento i Continda al final del estudio? O
adverso grave?! CJ SIONOD
NOMERE: Fecha de inicio
"D
Lol [
Severidad Relacion™ Fecha de fin

; Continda al final del estudio? [J

Para valorar la severidad del acontecimiento adverso, en el apartado del

cuadro correspondiente a tal fin, se clasificé el evento como leve (1), moderado

(2), intenso (3), potencialmente mortal (4) y muerte o fallecimiento (5). En

cuanto a la relacion del efecto con el implante de CSM se le atribuy6 un valor

de 0 cuando no se sospecho relacion entre ellos, y un valor de 1 cuando existio

una sospecha relacional. En el apartado dispuesto para detallar la accion

tomada una vez aparecido el acontecimiento adverso, se marcé con 0,1, 2,3y

4 si la aparicion del evento no requirid ninguna accion especial o si requirio la

retirada del paciente del ensayo, la necesidad de una medicacion concomitante

para resolverlo, un tratamiento especifico no farmacologico o la hospitalizacion,

respectivamente.
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5.2.3.1. Complicaciones y efectos adversos

Al final del seguimiento inicial (1 afio), asi como hasta 5 afios después, no se
detectaron complicaciones o efectos secundarios adversos relacionados con el
procedimiento, incluyendo los mas comunes en relacion con los sustitutos
formadores de hueso como son la osificacion heterotépica, las infecciones o los
tumores atribuibles al tratamiento con CSM en especies animales y humanos.

So6lo hay que destacar que un paciente precisé ingreso por dolor, y otro
presentd fiebre posoperatoria sin complicaciones, que respondié a tratamiento

oral sin requerir ingreso hospitalario.

El paciente numero 5, cuatro afios después de haber completado el
seguimiento, consultd por dolor lumbar intenso de naturaleza mecanica. Se
realizd una exhaustiva exploracion fisica siendo el examen neurologico
completamente normal. La imagen a través de estudios radiolégicos mediante
Rx simple lumbar y RMN confirm6 la existencia de una discopatia del disco
adyacente. Se paut6é tratamiento médico y fisioterapico y en ausencia de
respuesta al tratamiento conservador, se realizé una cirugia de fusion espinal
con extension al nivel adyacente. Se evidencio durante el procedimiento la
existencia de masa Osea de fusion posterolateral conseguida en la cirugia
inicial. Se recogi6é una muestra de ambos lados intertransversos y se realizé un
estudio histolégico de la misma. Los hallazgos fueron similares en ambos
lados, mostrando la formacion de tejido 6seo maduro como se muestra en la

figura 11.

Por lo tanto, se puede decir que no aparecieron complicaciones ni efectos

adversos graves relacionados con nuestro procedimiento de experimentacion.
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Figura 11. Imagen histologica del paciente 5 que muestra formacion de tejido 6seo.
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5.2.4. Andlisis de variables clinicas y radioldgicas a los 10 afios

Posteriormente a la realizacion del estudio se llevo a cabo un seguimiento de

los pacientes incluidos en el estudio a los 5 afios y a los 10 afios.

Todos los pacientes fueron citados de manera presencial para la realizacion de
una exhaustiva exploracion fisica y de una prueba radiolégica consistente en
una radiografia simple de la zona intervenida. Como en anteriores ocasiones,
se evalud el dolor lumbar y radicular mediante la escala EVA, el grado de
discapacidad funcional mediante la puntuacién Owestry y la calidad de vida
mediante el cuestionario SF-36; recogiendo ademas la aparicion de posibles

complicaciones y comorbilidades.

Los datos obtenidos se analizaron estadisticamente, las variables numéricas
siguieron una distribucion normal (prueba de Sha-piro-Wilk), para el andlisis
comparativo de las variables cuantitativas se usé el test de T-student para
muestras emparejadas, y el test Anova para la comparacién de todos los

grupos experimentales.

En cuanto a la valoracion clinica los pardmetros a los 10 afios en comparacion
con los valores previos a la intervencién mejoraron de manera significativa,
refiiéndose al dolor lumbar (p= 0,026), al dolor radicular (p= 0,046), a la
discapacidad funcional (p= 0,015) y a la calidad de vida (p= 0,026). Se
consigui6é la fusién radiolégica en todos los pacientes, sin la aparicion de
complicaciones como aflojamiento de los tornillos, pseudoartrosis o
inestabilidades. En relacién a la aparicion de efectos adversos graves como
infecciones locales, osificaciones heterotdpicas o aparicion de tumores, a lo
largo de los 10 afios, no se dieron dichas eventualidades en ninguno de los
pacientes tratados con CSM.

Por lo tanto, se puede concluir que este prodecimiento es seguro y arroja
beneficios clinicos, radiologicos y de funcionalidad a largo plazo, que deberan

completarse con estudios en ensayos mas amplios de fase Il o lll.
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6. DISCUSION

6.1 Terapia celular en fusién espinal

El desarrollo de la terapia celular aplicada a patologias de la columna vertebral
se ha centrado en dos objetivos claros: el tratamiento de la discopatia
degenerativa discal mediante la aplicacion de células progenitoras en el
espacio intervertebral por un lado, y por otro lado, en el uso de dichas células
para conseguir una fusién espinal sdélida en aquellos procedimientos que

requieran de la realizacion de una artrodesis vertebral?%.

La patologia degenerativa discal, hoy en dia es una de las patologias mas
prevalentes de los paises industrializados. Se calcula que el 80% de la
poblacion mundial consulta al menos una vez en la vida a su médico de
atencion primaria por episodios de dolor lumbar relacionados con el deterioro

discal.

Esta dolencia ocasiona unas tasas elevadas de dolor (en su mayoria dolor
lumbar y radicular), con una prevalencia del dolor lumbar del 56%
aproximadamente, dentro de la etiologia del dolor crénico, lo que le lleva a ser

una de las causas actuales mas comunes de discapacidad?°®.

Los datos anteriores, junto con la mayor presencia de esta patologia en
sujetos de edad media que se encuentran en edad laboral, conlleva un
importante problema social que se deriva en grandes costes socioeconémicos

y una gran pérdida de la calidad de vida de la poblacion®®’.

El tratamiento quirdrgico de la DDD se indica si no hay respuesta ante el
tratamiento conservador y consiste en obtener la fusion intervertebral para
reducir la inestabilidad clinica, mecanica y radiol6gica vertebral de White y

Panjabi’®® con el objetivo de aliviar la clinica dolorosa.

Actualmente, la fusion espinal es uno de los procedimientos quirdrgicos mas
utilizados en el tratamiento de las enfermedades de la columna vertebral?® 210
y el abordaje y la fusion posterolateral siguen siendo el “gold standard” cuando

se trata de la patologia degenerativa discal.
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6.2. Injerto 6seo para regeneracion tisular

Para obtener la fusién posterolateral es necesaria la utilizacion de material de
instrumentacion basado en la colocacion de tornillos pediculares y barras
conectoras, y el aporte de injerto 6seo en el espacio intertransverso (que es el
lecho de fusién), para conseguir una fijacion solida. El uso de los tornillos
pediculares ha demostrado que mejora las tasas de fusion?i:,

El injerto 6seo necesario puede obtenerse de varias fuentes, como se ha
mencionado en la introduccién, pero el injerto preferido y que constituye el
patrén oro en la mayoria de intervenciones quirdrgicas, y mas concretamente
en las intervenciones de fusion espinal, es el injerto 6seo autélogo (ya sea de la
cresta iliaca** o extraido del sitio quirGrgico) ya que presenta una serie de
propiedades y ventajas importantes como su capacidad osteogénica,
osteoinductora y osteoconductora, la buena integracion en el propio tejido del
huésped y su rapida capacidad de revascularizacion.

Clasicamente, los trabajos sobre regeneracion O0sea se basaban en lograr
obtener tejido 0seo procedente de auto-aloinjerto 6seo de donantes humanos,

siendo el mas comunmente utilizado el injerto de cresta iliaca.

Sin embargo, el injerto de cresta iliaca autdloga se asocia con dolor local y
otras complicaciones ya detalladas previamente*? 43, y el injerto recuperado
localmente en el propio acto quirdrgico (por ejemplo de las apofisis espinosas o
de las articulaciones facetarias) puede ser insuficiente para obtener la fusiéon

del sitio de la lesion.

Estos inconvenientes han propiciado la aparicion de técnicas alternativas a la
utilizacion del injerto 6éseo autélogo, como son el uso de sustitutos 6seos
naturales o sintéticos y de sustancias con capacidad osteoconductora,

osteoinductora u osteogénica?*?.

En esta linea, por lo tanto, es importante desarrollar opciones terapéuticas que
reduzcan los efectos adversos del autoinjerto de cresta iliaca y que produzcan
una fusion Osea solida evitando de esta manera la necesidad de
reintervenciones; y es por esto que surge el estudio y la aplicacién de la
ingeniera tisular y la terapia celular para el tratamiento de estas patologias.
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6.3. Sustitutos en laregeneracion 0sea para fusiéon espinal

En la ingenieria tisular uno de los elementos imprescindibles es el empleo de
un armazoén, que aporte soporte a las células y logre reproducir una matriz
similar a la matriz nativa. Los materiales que formen este armazon deben lograr
una correcta integracion de las células mediante una porosidad adecuada,
favoreciendo su diferenciacion y permitiendo una nutricion adecuada de las
mismas?'® y un reemplazamiento adecuado de los tejidos, siendo

biocompatibles y no citotoxicos.

Aparecieron asi, los sustitutos 6seos, que son materiales de origen natural o
sintético que se utilizan como alternativa al injerto 6seo, pero que generalmente
carecen de actividad osteogénica y oteoinductora, presentando sélo capacidad

mecanica, de soporte u osteoconductora.

Los fosfatos de calcio (TCP e HA), son los sustitutos mas estudiados y
empleados en la actualidad, pueden ser preparados como ceramicas y forman
osteoide al contactar con el hueso , mineralizandose y reabsorbiéndose

posteriormente, para sustituirse finalmente por tejido 6seo.

En nuestro estudio el sustituto utilizado como transportador celular fue el TCP-f
sintético (granulos de TCP , como Conduit TCP) ya que se habia estudiado con
anterioridad en modelos animales que el TCP posee una tasa de reabsorcion
rapida y una gran osteoconductividad, y comparado con el uso de HA, se ha
demostrado que los granulos de TCP presentan una mejor reabsorcion, debido
a que las ceramicas a base de HA producen crecimiento 6seo en una superficie
porosa en lugar de una verdadera regeneracion 0sea Yy se reabsorben mas

lentamente?4 215,

Pero también se han estudiado otros materiales de naturaleza metéalica que
pudiesen funcionar como soporte de células precursoras. Bruder?!® inicialmente
afirm6 que la carga de dispositivos metalicos con CSM mejoraba la
reconstruccion 0sea en comparacion con los dispositivos no celulares. Y
posteriormente se demostré6 que tanto el titanio como el tantalio tenian la

capacidad de transportar CSM en sus superficies mejorando la viabilidad
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celular y manteniendo todas sus propiedades bioldgicas tras demostrar la
capacidad de expansion in vitro de las células stem sobre estos metales?!6,

Debido a que los biomateriales descritos s6lo poseen capacidad de soporte,
como ya se ha comentado, estos sustitutos necesitan aplicarse junto a otros
elementos, como son las células progenitoras, que si presentan capacidades
neoformadoras y tienen un efecto regenerativo comparable al de los injertos

6seos autblogos?t’ 218,

Estos biomateriales combinados con células osteoprogenitoras, proteinas o
péptidos bioactivos y proteinas morfogenéticas Oseas (BMP) mejoran la

formacion ésea porque producen una osteoinduccion disefiada?®®.

Las BMP, pertenecientes a la familia de los factores TGF-B, son factores de
crecimiento que funcionan como moléculas osteoinductoras, que en el periodo
postnatal tienen una capacidad formadora de hueso similar a la del injerto 6seo
autélogo de MQ19%: 19,

Las mas usadas en cirugia de fusion espinal son las aprobadas por la Agencia
Europea del medicamento (BMP-2 y BMP-7), pero se han relacionado con la
aparicion de determinados efectos indeseables de entre los que destacan la
produccion de una respuesta inflamatoria variable que puede ocasionar edema
en tejidos circundantes, una respuesta neoformadora 0sea de distinta magnitud
gue puede favorecer la formacion de hueso ectopico en zonas cercanas con la
consiguiente posibilidad de aparicion de clinica neurolégica por posible
compresion nerviosa y un dudoso efecto precanceroso. Se estudiaron informes
de casos, series de casos y metaanalisis en relacion con el uso de BMP en
fusién espinal, concluyendo que el riesgo de cancer postoperatorio asociado al
uso de BMP en fusion espinal es bajo y que no hay una asociacion clara causal

entre ellos?2°,

Segln las investigaciones de Kern Singh??! las tasas de complicaciones de las
BMP diferian para cada entorno de fusion. En la columna cervical anterior, las
complicaciones oscilaron entre 0.66% a 20,1%; en la columna cervical

posterior, las tasas de complicaciones variaron de 3,5% a 14,6%; en la
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columna lumbar anterior, de 2% a 7.3%; en la practica TLIF de 1,5% a 21,8%; y
en PLF de 1.4% a 8.2%.

La eyaculacion retrégrada es una complicacién conocida en la via de abordaje
anterior y la FDA documenté méas eyaculacion retrograda en la utilizacién de
rhBMP-2 posiblemente en relacion con la formacion de hueso ectépico y con la
inflamacion local asociada a esta BMP. En el abordaje cervical anterior, el uso
de rhBMP-2 fue asociado con una disminucién de la infeccion y de la tasa de
pseudoartrosis; pero se observé una tendencia hacia el aumento de edema en
el cuello, disfagia y disnea con su utilizacion. Por ultimo la utilizacion de BMP
en abordajes PLIF y TLIF aumenta la formacion Osea ectopica y las

complicaciones neuroldgicas.

Ademas presentan los inconvenientes de que son caras y de que al tratarse de
un producto de elevado precio se han visto envueltas en problemas de uso
fuera de la legalidad por parte de algunas empresas que han ocultado incluso

sus efectos adversos?20. 221,

Debido a lo expuesto el uso de BMPs en la actualidad en cirugia del raquis,
gueda reservado a casos complejos en los que la utilizacion del injerto éseo

autdlogo o heterdlogo no sea viable.

6.4. Terapia celular en la regeneracion 0sea

Otro de los elementos imprescindibles en la ingenieria tisular es el empleo de
células formadoras de tejido, que aplicadas junto a los sustitutos
osteoconductores y osteoinductores que acabamos de mencionar, aportan la

capacidad de producir tejido 6seo mediante su funcién de osteogénesis.

En las dltimas décadas, se han llevado a cabo numerosos estudios de terapia
celular para comprobar la eficacia de las células madre progenitoras en el
tratamiento de numerosas entidades. En el campo de la cirugia ortopédica y
traumatoldgica las CSM han centrado toda la atencién, al tratarse de células
gue poseen la capacidad de diferenciarse en diferentes estirpes celulares entre

ellas en células mesodérmicas, como los linajes de células o6seas o
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cartilaginosas??? 223, Algunos de los estudios realizados demuestran que el uso
de CSM sin diferenciar en un modelo de xenotransplante para el tratamiento de
un defecto osteocondral grande en animales de experimentacion (en este caso
conejos), integradas en un hidrogel proteico basado en ELR (elastina
recombinante) conduce a la regeneracion exitosa del cartilago hialino y puede
ser aplicado en técnicas artroscépicas para el relleno de dichos defectos

osteocondrales?23,

Las células mesenquimales (CSM) que fueron descritas inicialmente por
Friedenstein'!?, tienen algunas caracteristicas fundamentales que es necesario
probar para considerar que los productos celulares cumplen con los criterios de
definiciéon de dichas células CSM*L,

- Fuente de obtencion de CSM para fusion espinal

Su fuente de obtencién es muy variada, como se ha hecho referencia en la
introduccion, pero la mayoria de los estudios se han centrado en la obtencion

de dichas células de la MO procedente de la cresta iliaca de los pacientes.

Aunque la cresta iliaca siguio siendo la fuente de MO estandar, sus limitaciones
ya mencionadas, llevaron a investigar otras fuentes de obtencion celular como
la extraccion de MO del cuerpo vertebral. En los Ultimos afios se ha investigado
mucho acerca de las caracteristicas de las CSM basadas en la fuente de

origen??4,

Técnicamente, la extraccion del cuerpo vertebral no supondria un tiempo extra,
ya que los pediculos vertebrales se abordan como parte del procedimiento de
fijacion vertebral durante la colocacion de los tornillos pediculares, pero algunos
estudios previos ademas de resaltar la importancia y el potencial clinico de las
células obtenidas del cuerpo vertebral, muestran ciertas debilidades
relacionadas principalmente con el disefio del estudio, el nimero limitado de

pacientes y el método de aislamiento celular utilizado??.

Con estos antecedentes Fragkakis EM??%, desarroll6 un estudio en el que

determind el recuento celular y la capacidad de diferenciacion de las CSM
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obtenidas de MO del cuerpo vertebral comparandolo con las obtenidas de la
MO de cresta iliaca de los pacientes, con el objetivo de valorar su uso como
fuente de células progenitoras en la fusién espinal. Sus datos sugirieron una
diferenciacion osteogénica de las CSM superior en el primer grupo,
demostrando una mayor expresion y actividad de fosfatasa alcalina que las
extraidas de cresta iliaca, y un mayor rendimiento de las mismas si eran
procesadas con lisis de globulos rojos en comparacion a la centrifugacion en
gradiente.

A pesar de estos hallazgos y de que la MO del cuerpo vertebral es una fuente
conocida para el transplante de células madre hematopoyéticas??” 228, su uso
en la fusion espinal como fuente de CSM, aln no se considera un
procedimiento de rutina, aun habiéndose demostrado sus grandes beneficios

combinados con andamios de TCP-(.

- Funcion inmunomoduladora de las CSM

Ademas, estas células tienen una importante capacidad inmunomoduladora y
antiinflamatoria, que es muy atractiva para el tratamiento de algunas
enfermedades?®® 229 230 gjerciendo un efecto antiinflamatorio en el sitio de la

lesion.

Para demostrar dicho efecto se disefiaron estudios que compararon las CSM
procedentes de MO y las CSM procedentes de tejido adiposo, fueron cultivadas
y expandidas in vitro y tras la caracterizacion inmunofenotipica de las mismas,
se transformaron en distintas lineas celulares. Las CSM mostraron una menor
capacidad inhibitoria sobre la proliferacion de células inmunes cuando fueron
expandidas en lisado plaquetario humano, pero pudo observarse una tendencia
a un mayor efecto inhibitorio de las CSM obtenidas de MO, sobre la actividad
citotoxica de las células NK en comparacion con las CSM de tejido adiposo. En
cuanto a la supresién de la respuesta inmune de los linfocitos T, ambos grupos
de CSM presentaron un resultado similar y ademas ambos grupos de CSM
inducen un cambio en la secrecibn de citoquinas inflamatorias o

antiinflamatorias22°.
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La capacidad de las CSM de suprimir la funcién de las células T ha provocado
beneficios en cuanto a poder utilizarlas para uso terapéutico con el fin de evitar
la enfermedad de injerto contra huésped (EICH)?%.

Pero esta capacidad podria alterar la funcion de injerto contra tumor (injerto
contra leucemia) que poseen las células NK. Se obtuvieron unos resultados en
los que las CSM procedentes de MO como de tejido adiposo inhibieron de una
manera similar la funcion de las células NK en la EICH, pero solo las
procedentes de la MO actuaron inhibiendo la actividad citotéxica de dichas
células, lo que sugiri6 que las CSM procedentes del tejido adiposo podrian
preservar aun mas la actividad de las células NK y, por lo tanto, favorecer la

funcién antitumoral.

- Liberaciéon de factores de crecimiento por parte de las CSM

Se ha demostrado también, que estas células liberan a las células circundantes
muchos factores de crecimiento y exosomas que pueden favorecer la
regeneracion 6sea y la osteogénesis?®. Esto puede incluso ser mejorado por la
presencia de andamios de TCP o HA, ya que la combinacion de estas células
CSM con estas ceramicas porosas permite la localizacion de las células en el

sitio especifico donde se quiere que ejerzan su accion?3?,

Por lo tanto, los elementos basicos de esta novedosa practica son disponer de
células con capacidad de diferenciacion y con unas caracteristicas adecuadas
para poder sintetizar la matriz del tejido que se pretende obtener, un soporte o
matriz tridimensional adecuada con caracteristicas osteoconductoras y por
ultimo sustancias estimuladoras de las células o un microambiente adecuado
para acogerlas. La combinacién de todos estos elementos es el fundamento
para el tratamiento de defectos tisulares como son los defectos 6seos y deben

ser valorados en modelos animales antes de valorarse en humanos.

En la patologia degenerativa del raquis lumbar, la terapia celular mediante la
implantacion de CSM se ha propuesto como una alternativa atractiva para
promover la fusion ésea. Existe un gran numero de publicaciones que informan

sobre los resultados del uso de dichas células con este fin, en medianos y
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grandes grupos de modelos animales?? y que demuestran la efectividad de las
CSM para conseguir la fusion espinal mediante su diferenciacion a tejido

0se0l6,

6.4.1. Modelo animal

Se han llevado a cabo diversas investigaciones en relacién a la capacidad de
las CSM de diferenciarse en células de estirpe mesodérmica (entre ellas los
osteoblastos), el objetivo era obtener tejido éseo in vitro y trasladar los
hallazgos a ensayos in vivo con animales y posteriormente realizarlos en
humanos. En el campo de la traumatologia y ortopedia se ha aplicado la
ingenieria tisular para rellenar defectos osteoarticulares y condrales o tratar

patologia discal en modelos animales.

Tras la realizacion de numerosos estudios in vitro, se continué investigando
sobre la capacidad de las células mesenquimales estromales de transformarse

in vivo en células osteoblasticas y permitir la regeneracion 6sea en animales.

La eleccion del modelo animal resulta dificil debido a que cada especie
presenta una serie de ventajas e inconvenientes distintas. Inicialmente, se
comenzo por utilizar modelos de roedores que constituyen un paso intermedio
entre estudios in vitro y modelos de animales mas grandes, y eran muy
eficaces para estudiar comportamientos moleculares basicos y nuevas matrices
y transportadores o carriers. Posteriormente, se aplicaron estos estudios en
modelos de conejos, dichos modelos se wusan comUnmente en
aproximadamente el 35 % de las investigaciones musculoesqueléticas de la
investigacion médica, debido a su tamafo y facilidad de manejo?** con el
inconveniente de que su biomecanica no es muy similar a la de los humanos.
Los modelos caninos serian los mas similares a los humanos pero no son muy

utilizados porgue conllevan muchas connotaciones éticas.
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a) Modelo animal en defectos 6seos

Asi pues, fueron puestos en marcha por ejemplo, estudios que utilizaron CSM
en combinacién con TCP-B para demostrar la regeneraciéon ésea en defectos
0seos de fémur producidos en ratas. Los resultados iniciales no fueron muy
alentadores a pesar de que las CSM se expandieron en todas las muestras ya
gue no se pudieron demostrar diferencias significativas en el comportamiento

bioldgico del sustituto mezclado con CSM, con respecto al sustituto aislado?®,

En otras publicaciones se mostré que la actividad regenerativa de las células
madre en el fémur del mismo modelo animal (ratas) es significativa cuando se

utilizan asociaciones con factores de crecimiento y plasma rico en plaquetas?.

Utilizar las CSM en ensayos clinicos puede plantear un problema por la
necesidad de utilizar para la expansion in vitro de dichas células, suero de
origen animal de ternera fetal, por el hipotético riesgo de contaminacién por
priones u otros microorganismos. Una alternativa seria el uso de suero
autdlogo pero no siempre se obtiene la cantidad necesaria y ademas requiere
de una plasmaféresis. Asi en nuestro trabajo de investigacion utilizamos
extracto plaquetario, que ademas fue publicado por varios grupos de trabajo
destacando el grupo liderado por Carrancio®® y cols. que demostré un mayor

crecimiento de las CSM con dicho extracto.

Como es conocido, las CSM tienen fuertes propiedades reguladoras inmunes
gue estan presentes en las células de diferentes especies animales, aunque
con distintos mecanismos, exhibiendo propiedades de inmunosupresion e
inmunoprivilegio. Debido a esto, las CSM pueden suprimir las reacciones
inmunes in vitro e in vivo en un complejo de histocompatibilidad de manera

independiente®t 237,

Existen numerosos trabajos en los que se han realizado transplantes
xenogenéticos de CSM humanas en animales inmunosuprimidos®® y es por
esto que ha sido necesario realizar trabajos posteriores de xenotransplante en
modelos animales inmunocompetentes para poder después extrapolar los

resultados a los humanos.

92



Discusioén

Un ejemplo de ello fue el estudio llevado a cabo por el equipo de ingenieria
Tisular del departamento de Hematologia de nuestro centro?*°, que pretendié
demostrar la capacidad de las CSM para regenerar tejido 6seo en animales de
experimentacion, asi como, la capacidad de las mismas para expandirse in
vitro y eludir la respuesta del sistema inmune. Se utilizaron conejos New
Zealand no inmunodeprimidos a los que se les provocé un defecto 6seo critico
del céndilo femoral, y a su vez se estudio las propiedades del TCP-beta como
sistema de andamiaje de estas células. Se demostré que las CSM humanas
son capaces de sobrevivir, diferenciarse y contribuir a la reparaciéon de la lesion
regenerando hueso y que también son capaces de facilitar la integracién del
carrier de TCP, todo ello, en animales inmunocompetentes, en un porcentaje

cercano al 100%23°,

Este estudio, fue la antesala a la realizacion del presente ensayo ya que
nuestro estudio constituy6é una parte final de una linea de investigacion iniciada
con la caracterizacion in vitro de las interacciones de las CSM con el TCP y su
evaluacion preclinica en el modelo de regeneracion 6sea animal practicado en

conejos que se acaba de citar.

b) Modelo animal en fusién espinal

En esta misma linea, pero mas concretamente en el estudio de la regeneracion
6sea para conseguir la fusién espinal, Nakjima®® habia demostrado la
efectividad de las CSM para conseguir fusion espinal mediante su
diferenciaciéon a tejido 6seo en modelos animales de conejos, y G. Cinotti4°
demostr6 la capacidad de las CSM cultivadas sobre ceramicas porosas para
producir hueso in vitro durante el procedimiento de artrodesis vertebral L4-L5
en conejos New Zealand sin la aparicion de reacciéon de rechazo o reaccion de

histocompatibilidad.

Hsu?4!, mas tarde, estudio los resultados en términos de fusién radioldgica de
la combinacibn de CSM derivadas de tejido adiposo junto con la BMP-2
(proteina morfogenética ésea) tras su aplicacion en el lecho de fusién en el

procedimiento de artrodesis posterolateral de un nivel en ratas, llegando a la
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conclusion que el potencial osteogénico de las CSM por si solo (sin BMPSs) no
era capaz de conseguir fusion vertebral y que es importante estudiar el carrier

mas adecuado para este proposito.

Otro estudio con esta misma hipétesis, fue desarrollado por Tsa-Sheng Fuet?#?
en este caso utilizando conejos como animal de experimentacion, concluyendo
que dosis celulares de CSM in vitro junto a proteina morfogenética Osea
recombinante (rhBMP-2) tienen mas potencial osteoinductor que las CSM no
combinadas para producir fusién espinal.

6.4.2. Aplicacion de terapia celular para fusion espinal en humanos

En cuanto a la extrapolacion de estos resultados a seres humanos, Eastlack?43
publicé un estudio de 182 pacientes en el que se consiguid fusion espinal
radiolégica entre un 90 y un 95%, asi como buenos resultados en cuanto a
satisfaccion del paciente, al utilizar Osteocel plus (una matriz 6sea de aloinjerto
celular que contiene CSM) en el procedimiento de discectomia cervical anterior

y fusion.

Aunque los datos preclinicos sobre diferentes modelos animales de fusiéon
espinal han sido ampliamente mostrados, existen pocos ensayos clinicos
prospectivos que hayan evaluado el papel de las CSM, expandidas en una
instalacion de GMP y publicados de acuerdo con los criterios de la Sociedad

Internacional de Terapia Celular (ISCT) 2%,

En nuestro estudio, hemos obtenido células mesenquimales humanas de la MO
de cresta iliaca de pacientes, que fueron sometidos a este proceso de
extraccion 4 semanas antes de la intervencidn quirdrgica de artrodesis
vertebral. Esta fuente de obtencién es facil y consigue CSM de una manera
abundante. Las células fueron aisladas, cultivadas y expandidas de una
manera sencilla, comprobandose el alto grado de diferenciacion en estirpe

éseal48, 200_
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Con respecto a los efectos adversos relacionados con el uso de estas células
CSM, dichos efectos registrados en otras publicaciones cientificas son escasos
(no se han dado casos de toxicidad local ni general, ni efectos secundarios de
su utilizacién), pero cabe destacar entre las posibles reacciones adversas:

a) Posibilidad de desarrollo de tumores: la transformacion tumoral parece
requerir periodos de cultivo in vitro extremadamente largos, superiores a
4 meses?*4. Para evitar este efecto se realizé un tiempo de cultivo de 3-5
semanas para obtener la dosis celular requerida.
Ademas se ha comprobado tras diversos estudios, que en un modelo de
conejo, el uso de CSM mezcladas con el “carrier’ aplicadas sobre una
lesion Gsea critica no produce ningun efecto secundario tras su
administracion?3% 245,

b) Fracaso de consecucion del objetivo terapéutico, ha sido descrito en
algunos estudios previos?46: 247,

c) Existencia de calcificacion ectopica, muy poco probable debido a la

implantacion de las células localmente, en el lecho de fusion.

En nuestro ensayo clinico no aparecié ninguno de esos potenciales efectos

adversos en todo el proceso de seguimiento hasta los 5 afios postoperatorios.

6.4.3. Derivados de las CSM: Alternativas terapéuticas

Con el fin de conseguir la formacidn tisular y basandose en las caracteristicas y
propiedades de las CSM, han surgido productos alogénicos derivados de estas
células para el uso clinico. Estos productos son variables con respecto a la
concentracion total de CSM y respecto a su eficacia en relacion con la edad del
paciente, su vida Util y su viabilidad celular. Algunos de estos productos tienen
tasas de fusidbn muy similares a las del autoinjerto de cresta iliaca, como por
ejemplo el uso de Osteocel (Nuvasive, San Diego California) que se ha
estudiado en cirugias de fusidén espinal posterolateral alcanzando tasas de
fusion de aproximadamente un 87,7% en comparacion con el 94,7% de

aloinjerto?#,
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En los ultimos afios se han desarrollado estudios en los que se utilizan otros
tipos de células diferentes a la CSM, como las que componen la fraccion
vascular estromal (FVS). Estas células a diferencia de las CSM, no estan
incluidas en los ATMP (productos medicinales de terapia avanzada) 2*°. La
fraccion vascular estromal estd compuesta por una mezcla de diferentes tipos

celulares, incluyendo algunas células pro-inflamatorias, como los monocitos.

En la misma linea de investigacion, algunos otros grupos han usado aspirado
de médula ésea para conseguir fusion espinal posterolateral®>°. El aspirado o
concentrado de médula ésea se utiliza en varias combinaciones tales como
autoinjerto, matriz 6sea desmineralizada humana y biomateriales?°.

Se ha demostrado que el aspirado de MO tiene efectos beneficiosos en la
fusion espinal, y ademas el proceso para obtenerla es simple y barato?2-2%, y
contiene células progenitoras (en su mayoria de origen hematopoyético) pero

su cantidad y distribucion pueden ser variables?°% 251, 256,

La matriz ésea desmineralizada posee tantos efectos beneficiosos, debido a
gue es un aloinjerto de hueso cortical que se trata con acido para eliminar sus
componentes minerales y mantener su estructura colagena, las proteinas no
colagenas y los factores de crecimiento!’®, reproduciendo la arquitectura
tridimensional del hueso y guiando asi la invasion, el crecimiento y la
diferenciaciéon de la célula huésped. Grafton®’ estudié su uso inicialmente, y
posteriormente Caminssa Yy cols?®’, realizaron un ensayo prospectivo
multicéntrico que demostré la eficacia de la DBM aplicada junto a autoinjerto
local y comparandolo con la aplicacion de autoinjerto de cresta iliaca en
solitario, en procedimientos de fusion espinal. A los dos afios las tasas de
fusidén para 120 pacientes fueron similares, siendo 52% en el primer grupo y
54% en el segundo grupo.

Tras la realizacidbn de otras investigaciones, se han obtenido datos que
respaldan el uso de la matriz 6sea desmineralizada como un “expansor” del
autoinjerto en fusiones espinales posterolaterales instrumentadas de 1 o 2

niveles.

Estas estrategias, comparadas con los productos ATMP, pueden no

proporcionar un producto celular uniforme definido por la ISCT con una
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caracterizacion y una proporcibn exacta de las células administradas, a
diferencia de lo que ocurre con las CSM!, por lo que no se consideran

medicamentos regulados por las Agencia Nacional del Medicamento.

6.5. Comparacién con el presente estudio

Como ya se ha comentado, segun refleja la literatura, se han practicado
algunos estudios de terapia celular en animales para conseguir fusion espinal,
siendo pocos los realizados en humanos. Asi, los reguladores espafioles
obligaron a comenzar a probar este producto en un pequeiio ensayo
prospectivo de fase I/l con un nimero maximo de 15 pacientes.

Nuestro estudio se disefid0 con dichas caracteristicasy en comparacion con

trabajos anteriores, posee algunas caracteristicas diferenciadas?®.

En primer lugar emplea adecuadamente las CSM segun las caracteristicas
definidas por la ISCT, y es desarrollado en una instalacion GMP con todas las
aprobaciones de los organismos reguladores correspondientes, como un
ATMP.

El producto compuesto por CSM obtenidas de aspirado de MO es homogéneo
y reproducible. La obtencion celular resulta sencilla y los pacientes presentaron
una gran aceptacion en el momento de dar la autorizacion para la extraccion de

células al tratarse de un procedimiento sencillo, indoloro y sin complicaciones.

Nuestro ensayo, comparado con otros estudios o ensayos analizados
retrospectivamente, es un estudio prospectivo en el que se mezclaron CSM
autélogas derivadas de la propia MO de los pacientes con TCP-3, que se
utilizaron como injerto en intervenciones de artrodesis posterolateral lumbar
para el tratamiento de la enfermedad degenerativa discal de un solo nivel, que

no hubiese respondido al tratamiento conservador.

El fosfato tricalcico ya empleado en otros estudios?®® 29 constituye un sustituto
0seo facil de aplicar y posee unas caracteristicas fisicas y quimicas adecuadas

gue lo convierten en el carrier mas utilizado y mas estudiado en este tipo de
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ensayos. Fue el carrier elegido para nuestro estudio, ya que era el sustituto

0seo por defecto utilizado en ese momento.

Nuestro estudio posee algunas limitaciones, de entre las que destaca el bajo
namero de pacientes incluidos, y que ademas no es posible hacer un estudio
histolégico de la masa de fusion formada, como se realiza en animales de
experimentacién, para poder demostrar la morfologia de las CSM
administradas y su disposicién similar a la del tejido 6seo; salvo en el caso del
paciente 5 que al requerir una segunda intervencién por discopatia del disco
adyacente, se pudo obtener la muestra durante la segunda cirugia para
realizarle el analisis histoldgico.
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7. CONCLUSIONES

1. Este estudio ha demostrado la seguridad de este procedimiento alternativo al
injerto 6seo, en el tratamiento de la discopatia lumbar mediante la aplicacion
del producto de experimentacion durante el procedimiento de fusién espinal
posterolateral en humanos, debido a que no se objetivaron complicaciones ni
efectos adversos graves en la poblacion de estudio.

2. Esta técnica ha demostrado poseer factibilidad y viabilidad para su
realizacion en un hospital universitario durante la practica clinica habitual, ya
gue su metodologia es aplicable y reproducible en centros con similares

caracteristicas.

3. Se ha realizado el seguimiento durante el tiempo mas largo publicado hasta
lafecha (10 afios para todos los pacientes), afianzando mas aun el logro de estos

objetivos primarios de ensayo clinico en fase I-1l (seguridad y factibilidad).

4. Destaca como hallazgo mas importante la ausencia de efectos adversos o

complicaciones graves relacionadas con dicho procedimiento.

5. La situacion clinica de todos los pacientes mejoro tanto para el dolor lumbar
como para el dolor radicular, asi como la reanudacion de la actividad laboral
fue posible en todos ellos, exceptuando a uno que precisamente se encontraba

en situacion de desempleo antes de iniciar este ensayo clinico.

6. En cuanto a los resultados radiologicos se logré una tasa de fusion elevada,

del 81 %, al final del seguimiento.

En resumen, nuestros resultados muestran que la terapia celular con CSM
autélogas en la cirugia de artrodesis vertebral posterolateral para conseguir
fusidn espinal es un procedimiento seguro, viable y reproducible, al menos en

nuestro entorno.
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Aunque las conclusiones sobre la eficacia del procedimiento deben tomarse
con cautela, los resultados son comparables con los otros enfoques indicados
anteriormente. Ademas, no se han probado diferentes dosis celulares, lo que
tendria un impacto en la mejora de estos resultados, pero esto debe evaluarse

de forma prospectiva en ensayos futuros.
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