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1. INTRODUCCION.




La lumbalgia o dolor lumbar es una de las patologias con mayor incidencia dentro
de los trastornos musculares que afectan al hombre y que implica una elevada utilizacion

de recursos.

En el origen de la lumbalgia se ven involucrados todos aquellos elementos que
forman parte de la estructura de la columna vertebral como son: musculos, articulaciones,
ligamentos, cuerpos vertebrales, disco intervertebral y por ultimo los elementos nerviosos

que se encuentran dentro del canal vertebral.

Esta alta prevalencia de la patologia del raquis ya sea de origen degenerativo,
traumatico o tumoral ha propiciado el desarrollo de gran variedad de opciones de
tratamiento, existiendo dos grandes grupos, por un lado los conservadores, que implican el
uso de analgésicos y anti-inflamatorios, relajantes musculares y medidas fisioterapicas y
rehabilitadoras; siendo necesario en algunas ocasiones en las que estos tratamientos

conservadores fracasan recurrir a la segunda opcion de tratamiento, el quirirgico.

El tratamiento quirargico de la patologia de la columna vertebral ya sea a nivel
cervical, toracico y sobre todo lumbar, esta alcanzando en los tltimos afios un importante
desarrollo debido a la mejora de los métodos diagnostico de imagen, el uso de nuevos
instrumentales quirirgicos y de novedosas técnicas quirdrgicas que implican una menor

agresividad y riesgo para el paciente.

A pesar de la importante mejoria experimentada en los resultados del tratamiento
quirargico de la patologia de la columna lumbar, existe un porcentaje de pacientes que
varia entre un 15-30% en los que tras haber realizado un tratamiento quirdrgico no se
produce mejoria del dolor o tras un periodo variable de mejoria del mismo reaparecen
sintomas dolorosos similares a los existentes antes de la cirugia. A esta no desaparicion o
reaparicion del dolor lumbar tras la cirugia se le denomina sindrome de fracaso de la

cirugia de columna.

En este sindrome de fracaso de la cirugia de columna se ven implicados una serie de
factores como son: un inadecuado diagndstico inicial de la patologia causante del dolor
lumbar, errores técnicos y quirurgicos, presencia de inestabilidades del raquis secundarias a

la cirugia, infecciones, apariciéon de nueva patologia una vez operado el paciente en un



nivel diferente al intervenido previamente y por ultimo la generacion de fibrosis epidural

tras la cirugia entorno a la médula y raices nerviosas.

Esta fibrosis epidural se considera la causa mas importante del sindrome de fracaso
de la cirugia lumbar y consiste en la aparicion de un tejido fibroso-cicatricial entorno a los
elementos nerviosos medulares y radiculares que ocasionaria una irritacién continua de los
mismo, alteraria el adecuado intercambio de nutrientes y restos catabolicos, limitaria la

movilidad de los elementos neurales generando de esta forma la aparicion de dolor.

El origen de esta fibrosis se encontraria en la migracion de fibroblastos desde el
tejido muscular préoximo a la zona quirirgica que originaria la aparicion de esta fibrosis.
Para evitarlo se emplean cada vez técnicas quirdrgicas menos agresivas con una menor
afectacion de los tejidos musculares y conectivos con lo que su lesion y la reaccion

inflamatoria derivada de la misma sean menores, con lo que la fibrosis disminuiria.

Otras técnicas empleadas para la prevencion de la fibrosis incluyen la colocacion de
métodos barrera que impidan la migracion de los fibroblastos desde el tejido muscular
hacia el tejido neural., otros métodos preventivos de la fibrosis emplean sustancias anti-
inflamatorias como analgésicos, radiaciones ionizantes, etc. con el fin de disminuir la

reaccion inflamatoria origen de la fibrosis.

A pesar de todos estos medios empleados no existen ninguno de ellos plenamente
efectivo ni exento de riesgos en la prevencion de la fibrosis epidural por lo que se hace
necesario el continuar investigando en todos aquellas opciones terapéuticas que eviten o

disminuyan la generacion de la misma.

Basandonos en la posible reaccion inflamatoria a nivel de los tejidos blandos que
recubren la zona de la columna intervenida, como origen de los fibroblastos, que
posteriormente van a migrar hasta alcanzar el canal vertebral ¢ inducir la formacién del
tejido cicatricial y que esta es la causa de la aparicion de los cuadros dolorosos que en
ocasiones suceden después de realizar una cirugia raquidea lumbar, nos decidimos a
emplear el 4acido hialurénico como elemento protector y limitador de la produccién de
fibrosis epidural debido a un posible doble efecto protector del cido hialuronico (AH); por
un lado como sustancia con capacidad anti-inflamatoria a nivel local, como demuestra su

utilizacion en los procesos degenerativos artrosicos articulares a nivel de la articulacion de



la rodilla fundamentalmente (Sanchez, 2006) y en segundo lugar como elemento barrera al
depositar el 4cido hialuréonico en la zona de la laminectomia impidiendo la progresion de

los fibroblasto dentro del canal medular (Schimizzi y cols., 2006).

El posible efecto protector del AH frente a la fibrosis epidural lo hemos estudiado
desde multiples puntos de vista que van desde pruebas de imagen, en concreto estudios de
RMN, en busca de la presencia de fibrosis epidural y de si se producian variaciones en la
misma a lo largo del tiempo; estudios anatomo-patoldgicos de la zona quirtirgica,
determinaciones de productos de degradacion de la fibrosis como la hidroxiprolina y

cuantificacion de marcadores inflamatorios como YKL 40 y MMP’s 1 y 9.

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

estudio prospectivo con siguientes los objetivos generales:

1. Estudiar el posible efecto protector del AH, depositado en la zona quirtrgica,

sobre la produccion de fibrosis epidural.

2. Demostrar que el conejo es un buen modelo experimental para el estudio de la

generacion de fibrosis epidural tras cirugia del raquis lumbar en el mismo.

3. En el hipotético caso de que el AH disminuyera la generacion de fibrosis
epidural, buscar si existen diferencias entre distintos tipos de AH en cuanto a su

origen y peso molecular, como protectores ante la produccion de fibrosis epidural.
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2.1. EPIDEMIOLOGIA.

La patologia degenerativa lumbar es la segunda causa mds comun de incapacidad
cronica después de las enfermedades respiratorias. La lumbalgia es el segundo motivo de
consulta médica en atencion primaria, llegando su incidencia en paises desarrollados hasta
un 45% de la poblacion adulta y es la segunda causa de absentismo laboral en pacientes
menores de 55 anos. Segln distintos estudios un 66-80% de la poblacion adulta desarrolla
dolor lumbar en algin momento de su vida (Gross y cols., 2006; Leeuw y cols., 2007;

Schneider y cols., 2007).

Cuando este dolor dura mas de 12 semanas, se define como dolor crénico. Esto
ocurre entre un 7 y un 10% de los casos, afectando por igual a hombres y mujeres (Modic y

cols., 1999).

El dolor lumbar crénico constituye un reto para los clinicos debido a que implica la
utilizacion de una elevada cantidad de recursos tanto sanitarios (consultas médicas, pruebas
diagnésticas, tratamiento médico y quirirgico) como no sanitarios (absentismo laboral,
incapacidades laborales temporales o permanentes) con una elevada repercusion social.
Sirva como ejemplo, el hecho de que el dolor lumbar es el segundo motivo de baja laboral

tras el resfriado comtin (Gonzalez y Condon., 2000; Kovacs y cols., 2007).

Dentro de la afectacion de la columna cervical, dorsal o lumbar, la patologia de la
columna cervical tiene menor prevalencia, pero la afectacion a este nivel tiene las mismas
consecuencias cuando se cronifica, que la patologia lumbar que es la de mayor prevalencia
e importancia por el nimero de personas afectadas. El riesgo de padecer dolor lumbar y
cervical cronico se asocia con frecuencia a la actividad laboral desarrollada y su prevencion
debe ser un objetivo prioritario de la politica sanitaria (Dimberg y cols., 1989; Grabois,

2005; Cano y cols., 2008; Dagenais y cols., 2008).

Buscando el origen de esta alta incidencia de dolor lumbar es evidente que el
hombre es un ser inadaptado a la actitud postural erecta que adoptd hace miles de afios,
persistiendo atn estructuras cuya funcion se ve alterada por la falta de adaptacion a pesar

del tiempo transcurrido, siendo esta la causa de multiples enfermedades por sobrecarga. Es



pues evidente que el hombre moderno no se ha adaptado a esta posicion erecta, como se
demuestra, no solo por la elevada prevalencia de discos intervertebrales lumbares y
lumbosacros degenerados, sino también por las venas varicosas, hemorroides, patologia

periarticular del hombro, etc.

La postura erecta del tronco puede considerarse como una caracteristica esencial de
los primates. Otra caracteristica asociada a la ereccion del tronco es la tendencia acentuada

a adoptar un papel predominante de los miembros superiores en el quehacer diario.

Muchos de los primates realizan conjuntamente la bipedestacion, la deambulacion y
la carrera; sin embargo, solamente el hombre permanece con las rodillas extendidas y es
capaz de bipedestacion prolongada. Los estudios de fosiles sugieren que este tipo de
postura erecta tuvo sus comienzos hace aproximadamente unos 12 millones de afios, en los
comienzos de la era pliocénica. Desde entonces hasta ahora el hombre continia buscando

una adecuada adaptacion a la posicion bipeda.

La posicion en bipedestacion supone una sobrecarga para el disco lumbar, pero
ademas esta postura sobrecarga especialmente la parte mas posterior del mismo, que es la
mas débil (menor presencia de fibrillas, no adherencia a la zona del ligamento vertebral
comun posterior, menos densidad de dicho ligamento, etc.) sin que exista
ninguna adaptacion que proteja a este disco. Ademas los continuos movimientos de flexion
y rotacion del tronco que el hombre debe realizar para acercarse al suelo en su quehacer
habitual facilitan la lesion del disco y la protrusion y herniacidon del nucleo pulposo dentro

del canal vertebral, con el consiguiente compromiso radicular o medular asociado.

En resumen, el intenso deseo del hombre por permanecer erecto sobre sus piernas,
con objeto de liberar sus miembros superiores para las acciones de manipulacion de
estructuras, se ha cumplido a un precio. La mayor parte de este precio ha sido pagado por la
region lumbosacra. Incluso bajo las condiciones mas ideales esta region presenta una
constitucion para responder a unas demandas que estdn mas alld de sus limites de
capacidad. Esta es la razén por la cual muy pocos seres humanos estdn libres, en algun
momento de su vida, de algin episodio de dolor lumbar o lumbosacro (Kong y cols., 1996;

Miralles, 1998).



Dentro del dolor lumbar debemos distinguir el dolor agudo y el cronico. Definimos
dolor agudo como aquel que tiene una duracion inferior a las seis semanas y dolor crénico
aquel cuya duracion supera los tres meses. La presencia de dolor agudo se suele deber a
procesos herniarios con una compresion radicular, pero que de manera habitual suele tener
un pronostico favorable con tratamiento médico y sin la necesidad de cirugia, con una
reincorporacion rapida a la actividad previa y con poca deshabituacion y alteracion del
modo de vida del paciente. El dolor de tipo crénico por el contrario se suele deber a
procesos degenerativos en los que la recuperacion implica largos periodos de tiempo de
tratamiento y en los que en muchas ocasiones la cirugia es el Gnico tratamiento efectivo.
Ademas, los pacientes con dolor crénico presentan cambios significativos en su estilo de
vida, incluyendo deshabituacion y disfunciones importantes en la actividad cotidiana. Todo
dolor y mas cuando es de tipo cronico lleva asociado un componente psicologico que debe
tenerse en cuenta a la hora de abordar su tratamiento, ya que este dolor crénico se
acompana, con mas frecuencia que otros tipos de dolor, de alteraciones psicologicas,
ansiedad, depresion y trastornos del suefio. También es importante destacar la importancia
que la presencia de dolor lumbar, tanto agudo como cronico, tiene en la capacidad laboral
de estos pacientes y el elevado nimero de horas de baja laboral producidas por esta

patologia (Soegaard y cols., 2007; Stafford y cols., 2007; Truchon y cols., 2008).

Esta alta prevalencia de la patologia del raquis tanto cervical, dorsal y sobre todo
lumbar es la causa del creciente interés dentro de la Medicina y en especial dentro del
campo de la Traumatologia y Cirugia Ortopédica en el estudio de su morfologia,
biomecanica, procesos degenerativos y de todas aquellas opciones de tratamiento tanto
médico como quirtrgico sobre el raquis. Del mismo modo la alta incidencia de
traumatismos de alta energia, fundamentalmente causados por accidentes de trafico,
laborales y deportivos ha producido un incremento espectacular en la patologia traumatica
del raquis que obliga, en multiples ocasiones, a la realizacion de cirugias estabilizadoras de

la columna vertebral (Imagenes 1y 2).



Imagen 1. Fusién vertebral lumbosacra Imagen 2. Fusidén vertebral lumbosacra

radiografia lateral. radiografia anteroposterior.

También es conveniente recordar que la columna vertebral es el principal asiento de
las metastasis de los tumores primarios de mama, pulmon y prostata, cuya incidencia se ha
visto aumentada de manera progresiva en las sociedades industrializadas en los ultimos
afios debido a la mayor esperanza de vida de estas poblaciones y sus estilos de vida. El
numero de metastasis 0seas resulta muy superior al de las lesiones tumorales primarias
Oseas, existiendo un tumor primario 6seo por cada 10 a 12 metastasis. Segun estadisticas
americanas, en EEUU se diagnostican aproximadamente un millén de tumores malignos
extradseos cada afio, y de ellos aproximadamente el 55-65% dan metastasis en el esqueleto,
y dentro de este fundamentalmente a nivel del raquis. La gran cantidad de tejido esponjoso
existente a nivel de la columna vertebral con abundancia de médula 6sea explica esta
predileccion de las metéstasis vertebrales por el tejido d6seo vertebral (Cohen, 2004)

(Imagen 3).

La presencia de metastasis vertebrales cldsicamente es definida como un criterio de
mal prondstico de supervivencia pero la esperanza de vida en los enfermos con metastasis

6seas se ha incrementado en los ultimos afios debido al empleo de tratamientos cada vez
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mas eficaces, con la aparicidbn de nuevos agentes quimioterapicos con una mayor
agresividad sobre el tejido tumoral y unos menores efectos secundarios, acompafiado de las
modernas técnicas radioterapicas y las nuevas actuaciones quirirgicas (Herrera y cols.,

1999).

Estas innovadoras técnicas quirdrgicas en el caso de metéstasis vertebrales abarcan
cirugias percutaneas como la vertebroplastia y cifoplastia que permiten (White y cols.,

2006) (Imagen 4):

1. La toma de muestras para establecer o confirmar el diagnostico ante una lesion

tumoral vertebral.

2. Aportar un refuerzo mecanico sobre lesiones vertebrales liticas debido a la
implantacion de cementos de polimetilmetacrilato (PMM) dentro del cuerpo

vertebral.

3. Efecto analgésico.

Otra serie de técnicas quirurgicas mas agresivas incluyen la reseccion total de una
vértebra afectada en el caso de encontrarnos con lesiones tumorales nicas y con un buen
prondstico de supervivencia del paciente y otras técnicas paliativas de estabilizacion
vertebral en caso de metastasis vertebrales multiples (Ledlie y Renfro., 2006; Pflugmacher

y cols., 2006).

Imagen 3. Infiltracion tumoral del cuerpo de una vértebra lumbar.
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Ya sea por el mayor conocimiento y el aumento de la incidencia de la patologia
traumatica, tumoral y fundamentalmente degenerativa del raquis, unido a la mejora de las
técnicas de diagndstico por imagen e instrumentales quirurgicos, el nimero de cirugias

realizadas esta aumentado de manera exponencial en los ultimos afos.

Cemento dentro del cuerpo
vertebral

Imagen 4. Vertebroplastia percutanea.

A pesar de todas estas mejoras existen un porcentaje de pacientes que una vez
sometidos a una cirugia a nivel del raquis contintan con dolor significativo y discapacidad
después de la misma, este porcentaje se sitia segin los distintos autores entre el 15-20%
segun las series analizadas (Atlas y cols., 1996 a, b, 2001; Asch y cols., 2002; Hernandez-
Pérez, 2007).

Dentro de este porcentaje de cirugias fallidas del raquis lumbosacro encontramos
diversas causas que pueden justificar este porcentaje de enfermos que no tienen una

evolucidn satisfactoria a pesar de la cirugia sobre la columna lumbar.

Descartando la presencia de errores técnicos durante la cirugia como: la incorrecta
identificacion del nivel patoldgico, existencia de otra patologia a nivel del raquis no
diagnosticada, fallos en la colocacion de los implantes vertebrales, etc., que suponen
globalmente una tasa baja de fallo de la cirugia lumbar, uno de los mayores problemas a los

que se enfrenta todo cirujano que realiza cirugia vertebral es la aparicion, después de una
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correcta actuacion quirurgica, de fibrosis epidural que consistiria en la formacién de un
tejido cicatricial intracanal, el cual envuelve las estructuras neurales tanto medulares como
radiculares, generando la reaparicion de una sintomatologia dolorosa similar a la existente

previamente a la cirugia.

A pesar de los estudios realizados sobre la fibrosis epidural tras la cirugia no esta

claro cual es el origen de la misma y el porque de su aparicion.

En nuestro estudio nos vamos a centrar fundamentalmente en el estudio de la

patologia degenerativa del raquis lumbar.

Como anteriormente se comento la region lumbosacra es mucho mas vulnerable que
otras regiones del raquis debido a la existencia de fuerzas que tienden a desestabilizar la
posicidon erecta que caracteriza al ser humano. La fuerza de la gravedad es la gran

desestabilizadora de la columna.

Se define como dolor lumbar (lumbalgia o raquialgia lumbar) el que se localiza en
un area anatémica que se encuentra entre la zona dorsal baja hasta la region sacra e
irradiado en ocasiones hacia los gluteos. Este dolor lumbar lo podemos atribuir a las
lesiones de las estructuras del raquis lumbar o lumbosacro (ya sean estructuras Oseas,
ligamentosas, discales, nerviosas o musculares) que tiene una suficiente intensidad para
impedir la actividad normal de la persona que lo sufre o requiere una consulta médica

(Deyo y cols., 1998; De Pedro y cols., 2002).

Podemos decir que las caracteristicas que pueden definir la raquialgia lumbar son

(De Pedro y cols., 2004):

1. Dolor de suficiente intensidad o duracion.

2. Incapacidad, aunque sea parcial o temporal.

3. Que ambas manifestaciones sean producidas por una lesion del raquis

lumbar o lumbosacro y/o las estructuras relacionadas intimamente por el.
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La mayoria de la poblacion espafiola sufre periodos intermitentes de dolor lumbar,
en general de corta duracion e intensidad, que no precisan ningin tipo de consulta
especializada médica. La mayoria de estos episodios suelen tener origen o influencia de

algun esfuerzo de tipo mecanico o posturas inadecuadas debidas a la actividad laboral.

Debemos diferenciar la lumbalgia de la ciatalgia o radiculalgia, que se trata de un
dolor que aunque generalmente se inicia a nivel lumbar se caracteriza por su irradiacion
por una o las dos extremidades inferiores y asociado, en un elevado porcentaje de casos, de

alteraciones sensitivas, motoras y de los reflejos osteotendinosos aquileo y rotuliano.

La raquialgia lumbar puede presentarse en personas de cualquier edad, pero es
mucho mas comun entre las edades de 25 a 50 afios y el de la radiculalgia, en pacientes de
mayor edad, a partir de los 35-40 afios de manera habitual. En el caso de aparecer dolor
lumbar en el paciente joven este suele ser de menor intensidad y las crisis de ciatalgia son

de menor duracion (Main, 1983).

Debido a la alta incidencia de patologia del raquis lumbar, son variados los
tratamientos de tipo médico y rehabilitador que intentar solventar los cuadros dolorosos
lumbares o radiculares. Cuando los tratamientos médicos fracasan o existen compromisos
medulares o radiculares sintomaticos, es necesario recurrir a los tratamientos quirirgicos.
Dentro de los mismos tenemos multiples opciones desde extirpacion de la hernia, hasta
fusiones vertebrales utilizando implantes metalicos. Todas estas cirugias desde las mas
simples a las mas complejas corren el riesgo de sufrir la aparicion de fibrosis epidural en la
zona quirargica, una de las causas mas importantes de fracaso de la cirugia del raquis, por
lo que todas aquellas medidas encaminadas a eliminar o disminuir la produccion de fibrosis
epidural tendran un claro beneficio para todos los pacientes sometidos a dichas cirugias

(Imagen 5).



Imagen 5. Visién intraoperatoria de técnica de fusion vertebral instrumentada.
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2.2. ANATOMIA DE LA COLUMNA
VERTEBRAL.

Desde el punto de vista anatomico la columna vertebral la podemos definir como la
union segmentaria de vértebras que constituye la parte subcraneal mas importante del
esqueleto axil. Sus elementos individuales, las vértebras, estdn unidos por una serie de
articulaciones intervertebrales que forman un eje firme pero flexible que sostiene el tronco
y sus apéndices, proporcionando al mismo tiempo una cobertura protectora para la médula

espinal.

La totalidad de la columna vertebral esta formada por 33 6 34 vértebras; 7
cervicales, 12 dorsales y 5 lumbares que constituyen la seccion presacra movil de la
columna vertebral, mientras que los otros 5 elementos fusionados constituyen el sacro que
se articula con la cintura pelviana. Caudalmente, al sacro, 4 ¢ 5 huesecillos irregulares

constituyen el coccix (Imagen 6).

O P A U N uGBRR WM =
* e+ s " ‘ma *es 'm ‘e e

Vision anterior Visién lateral Visién posterior

Imagen 6. Columna vertebral humana en vision anterior, lateral

y posterior (Schiinke y cols., 2005).
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Como en los movimientos de la columna vertebral estan involucradas 97 diartrosis
(articulaciones de bajo rango de movilidad), y un nimero mayor de anfiartrosis
(articulaciones de muy bajo rango de movilidad), la vértebra individual posee multiples
apofisis y marcadas superficies que indican la uniéon de los numerosos ligamentos y

estructuras musculares que intervienen en la realizacion de los movimientos.

A pesar del hecho de que estas caracteristicas varian considerablemente de una
region del raquis a la siguiente, el origen segmentario homodlogo de las vértebras permite
aplicar una descripcion generalizada tunica para la morfologia basica de todas las vértebras

con excepcion de las mas cefalicas y las mas caudales.

La vértebra tipica esta formada por dos componentes principales: una masa anterior
aproximadamente cilindrica de hueso esponjoso, el llamado cuerpo vertebral; y una region
posterior: el arco vertebral dorsal, constituido por los pediculos, laminas, apofisis

articulares superiores e inferiores y la apofisis espinosa (Imagenes 7, 8 y 9).

Apofisis articular superior. Pediculo.

-----

VISION LATERAL
Apofisis articular inferior.

Imagen 7. Vértebra lumbar. Vision lateral (Schiinke y cols., 2005).
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Apofisis espinosa.

~ Apéfisis

e VISION
transversa. : P |

Imagen 8. Cuerpo vertebral. Vista superior (Schiinke y cols., 2005).

Los cuerpos vertebrales varian considerablemente en el tamafio y en la forma del
contorno en el corte transversal, pero todos ellos carecen de apofisis salientes y de rasgos
externos singulares, fuera de las carrillas articulares para las costillas, en la region dorsal.
Por el contrario el arco vertebral posee una estructura mas compleja, esta unido a las caras
posteriores del cuerpo vertebral por dos fornidos pilares, los pediculos. Estos se hallan
unidos por un par de laminas planas arqueadas que estdn coronadas en la linea media por
una proyeccion dorsal, la apofisis espinosa. Los pediculos, las laminas y la cara posterior
del cuerpo vertebral forman el canal vertebral, un anillo 6seo completo que encierra y

protege a la médula espinal (Rouviére y Delmas., 1991).

Imagen 9. Vértebra lumbar. Vision posterior (Schiinke y cols., 2005).
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Cerca de la union de los pediculos con las laminas se encuentran las apoéfisis

transversas laterales y las apofisis articulares superiores e inferiores.

La dimensién longitudinal de los pediculos es de aproximadamente la mitad de la
de su correspondiente cuerpo vertebral. En su cara lateral los pediculos y sus apofisis
articulares forman las escotaduras vertebrales superior e inferior. Como la base del
pediculo se origina de la parte posterior del cuerpo vertebral en un punto algo cefélico, la
escotadura vertebral inferior parece ser mas profunda. En la columna vertebral articulada,
las opuestas escotaduras superior e inferior constituyen los agujeros intervertebrales por
donde pasan las raices nerviosas y las estructuras vasculares desde los niveles medulares

correspondientes hasta los segmentos corporales relacionados en el desarrollo.

A continuacion se describe con mas detalle las vértebras lumbares ya que se trata de
este segmento de la columna vertebral donde con mas frecuencia se van a realizar las
técnicas quirurgicas siendo imprescindible un adecuado conocimiento de esta region

anatémica.

2.2.1 VERTEBRAS L UMBARES.

Las vértebras lumbares constituyen las ultimas cinco de la columna presacra. Todas
sus caracteristicas se expresan en proporciones mas abultadas, pero sus elementos
diagnosticos esenciales son negativos; es decir, pueden distinguirse facilmente de los
demas elementos regionales por la falta de un agujero transverso, como ocurre en las
vértebras cervicales, o por la falta de carillas articulares costales, que si las presentan las
vértebras toracicas. Todas las estructuras asociadas con el arco vertebral son romas y
solidas. Los gruesos pediculos estan ampliamente ubicados sobre las caras posterolaterales
del cuerpo vertebral, y con sus ldminas forman el macizo de un agujero vertebral triangular.
Si bien, la escotadura vertebral inferior es mas profunda que la superior, ambas contribuyen
de modo sustancial a la formacion del agujero de conjuncion. Las apofisis transversas son
planas y con forma de ala en las cuatro primeras vértebras lumbares, pero en la quinta
tienen un aspecto de gruesos muilones redondeados. A parte de, por su tamafio relativo, las
vértebras lumbares pueden reconocerse por sus apofisis articulares. El par superior nace de
modo usual, de la unién de los pediculos con las ldminas, pero sus carillas articulares son

concavas y dirigidas hacia atras y adentro, de modo que casi se encuentran enfrentadas. Las
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apofisis inferiores son extension de las laminas, con las superficies articulares dirigidas
hacia abajo y afuera, por lo tanto miran a las carillas superiores de la siguiente vértebra
inferior. Esta ordenacion restringe la rotacion y la flexion en la region lumbosacra. Los
segmentos lumbares también poseen las apofisis mamilares mas pronunciadas para el

origen e insercion de las gruesas divisiones inferiores de los musculos de la masa lumbar

(Rothman y Simeone., 1986) (Imagen 10).

Vista caudal Vista cefalica
Apofisis espinosa 48 Apofisis espinosa Lamina
: & Apofisis
Apofisis articular inferior : Apifisis transversa : transversa
Apdficie articular superior
¥

ey

Agujern
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o vertebral

Cuerpo '!'
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Imagen 10. Imagen en vista caudal y cefalica de una vértebra lumbar. (Imagen obtenida

y modificada de internet:

http://www.thuce.edu.uy/antrop/cursos/abiol/practicos/troncimg/lumbar.jpgimgreful=ht

tp://biocuarto).

Ademas de las estructuras Oseas existen otras serie de estructuras ligamentosas que
se encargan de unir las distintas vértebras entre si; estos ligamentos son: ligamento
longitudinal anterior, longitudinal posterior, amarillos, intertransversos, interespinosos y el
ligamento supraespinoso, los 3 primeros son ligamentos dobles, mientras que el ligamento

supraespinoso es una estructura tnica (Imagen 11).
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Imagen 11. Imagen de los ligamentos de la columna vertebral (Schiinke y cols., 2005).

Los ligamentos amarillos puentean los espacios que existen entre las laminas de
vértebras adyacentes desde la segunda vértebra cervical hasta el espacio lumbosacro. Hacia
fuera cada ligamento amarillo se extiende hasta alrededor de las bases de las apofisis
articulares, y puede encontrarse en la linea media donde casi se unen a nivel de las raices
de las apofisis espinosas, esta deficiencia central del ligamento amarillo permite el paso de

pequetios vasos y facilita la introduccion de la aguja durante la puncioén lumbar.

Los ligamentos intertransversos son conexiones fibrosas que existen entre las
apofisis transversas. Son dificiles de distinguirse de las extensiones de las inserciones
tendinosas de los musculos segmentarios y, en realidad, en algunas regiones pueden ser
solo eso. Entre las apofisis transversas cervicales, estos ligamentos aparecen constituidos
por pocas fibras, delgadas y tirantes, y en el area dorsal se mezclan con los ligamentos
intercostales. A nivel lumbar los ligamentos intertransversos se encuentran mas separados,

pudiendo ser aislados como autenticas bandas membranosas.

Los ligamentos interespinosos son grupos de fibras que conectan apofisis espinosas

contiguas. Estan situados en la linea media, entre el delgado par de musculos interespinosos
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que unen los vértices de la columna vertebral. Sin embargo, las fibras de los ligamentos
tienen una ordenacion oblicua, de modo que conectan la base de las apofisis espinosas
superiores con la cresta superior y el vértice de las apofisis espinosas inferiores siguientes

(Putz y Pabst., 2004) (Imagen 12).
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Imagae'n 12. Imagen lateral de la columna vertebral lumbar y sus ligamentos (Schiinke y
cols., 2005).

El ligamento supraespinoso es un cordon fibroso continuo que corre a lo largo de
los vértices de las apofisis espinosas desde la séptima vértebra cervical hasta el extremo de
la cresta espinosa del sacro. Como ocurre con los ligamentos longitudinales vertebrales, las
fibras mas superficiales del ligamento supraespinoso se extiende sobre varios segmentos
espinales, mientras que las fibras mas profundas, més cortas, unen solo dos o tres apofisis

espinosas entre si.

Por ultimo debemos destacar otra estructura fundamental en el raquis, se trata del

disco intervertebral.

El disco intervertebral es el complejo fibrocartilaginoso que constituye la
articulacion entre los cuerpos vertebrales. Si bien proporciona una unién muy fuerte

asegurando el grado de fijacion intervertebral necesaria para la accion efectiva y para la
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alineacion protectora del canal neural, la suma de los movimientos limitados permitidos por
cada disco consigue que la columna vertebral actué como un todo y sea posible su
caracteristico movimiento universal de flexoextension. Cada disco esta formado por dos
compartimentos: la masa semiliquida interna, el ntcleo pulposo, y su continente fibroso

laminar, el anillo fibroso (Imagen 13).

Lonaintema Disco intervertebral.
Zona externa del anillo fibroso
del anillo fibroso
/

\ ( // 3) LLI%  Nideo
r\_a..ﬂ—k 9, /] pulposo
\ '
H :
\
Anillo fibroso — ——————
O

e

Imagen 13. Disco intervertebral (Schiinke y cols., 2005).

Caracteristicamente el nticleo pulposo ocupa una posicion excéntrica dentro de los
limites del anillo, en general, se encuentra mas proximo al borde posterior del disco. Este
nucleo responde como un liquido viscoso ante la presion aplicada; pero también presenta
considerable rebote elastico y asume su estado fisico original cuando se le deja de

presionar.

El anillo esta formado por una serie concéntrica de laminillas fibrosas, que
encierran el nucleo y unen fuertemente los cuerpos vertebrales. Mientras la funcion
esencial del nucleo pulposo es resistir y redistribuir las fuerzas compresivas en la columna
vertebral, una de las principales funciones del anillo es soportar tensiones, provengan estas
de la extension horizontal del nicleo comprimido, de fuerzas tensionales aplicadas sobre la
columna o de la separacion de los cuerpos vertebrales en la cara convexa de la columna
vertebral al realizar una flexion espinal. En un corte horizontal del anillo se observa que la

laminilla individual que encierra al disco esta compuesto por fibras brillantes que tienen
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una direccion oblicua o en espiral respecto al eje de la columna vertebral. Como en el corte
horizontal la forma del disco es de rifién y como el ntcleo esta desplazado hacia atrés, estas
laminillas son mas delgadas y mdas estrechamente apretadas entre el ntcleo y la parte
posterior del disco. Las bandas son mas fuertes y se pueden individualizar mejor en el

tercio anterior del disco (Imagen 14).

Epifisis anular Apof. articular
(borde dseo) superior

\‘{' A ; \——— Apdf. costal
Cuerpos
vertebrales Sistema fibroso
entrecruzado

del anillo fibroso

Apof. articular
inferior

Apdf. espinosa

Imagen 14. Cuerpos vertebrales y disco intervertebral (Schiinke y cols., 2005).

Sumando la altura de todos los discos, representan aproximadamente un cuarto de la
longitud de la columna vertebral presacra, pero su grado de contribucidon no es uniforme en
las diferentes regiones. A nivel cervical constituyen mas de la quinta parte de la longitud,
alrededor de la quinta parte en la columna dorsal y aproximadamente un tercio en la region
lumbar. Los discos son mas pequefios en la region cervical y su extension lateral es menor
que la del cuerpo vertebral debido a la presencia de las apofisis unciformes (elementos de
unién vertebral a nivel cervical), mientras que en la region lumbar tienen forma de cuiia,
con el mayor ancho en la parte anterior, lo cual contribuye a la formacion de la curva

vertebral lordoética tipica de dicho segmento.

El disco intervertebral es una estructura avascular debido a razones fisiologicas, ya

que no hay ninguna pared vascular que pueda soportar las presiones a que se verian
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sometidas estas estructuras. El disco intervertebral estd adaptado funcionalmente a las
presiones que recibe y esto influye en el proceso de nutricion del mismo. Ambos
fenémenos, cambios de presion y nutricion discal, presentan una sutil dependencia, y si
alguno de ellos se altera, se producira a la larga la degeneracion discal (Rothman y

Simeone., 1986).

Si la fuerza a que se somete al disco es demasiado alta, se paraliza la difusion de
sustancias desde el sistema venoso, principalmente de los senos venosos intervertebrales,
produciéndose el retardo del metabolismo celular discal. Si el disco se encuentra sometido
a presiones asimétricas, la actividad metabodlica es mayor en las zonas de menor presion,
esto es importante en las escoliosis o en los aumentos de lordosis a nivel de la columna
lumbosacra. Ademas debido a la inclinacion entre la quinta vértebra lumbar y la primera
sacra de unos 140°, la compresion que sufre el disco no es igual en todas sus partes y esta
es una de las razones por la cual este disco presenta una degeneracion mas precoz y mas

frecuente que el resto de los disco de la columna vertebral (Fernandez-Iruenas, 1993).

La unidad funcional del raquis (UFR) esta constituida por dos vértebras contiguas y
los elementos de unién entre ellas. Se trata de un complejo triarticular constituido por una
primera articulacion, el disco intervertebral y las otras dos articulaciones interapofisarias
derecha e izquierda. La unidad funcional raquidea se divide en dos partes, la parte anterior
constituida por el ligamentos vertebral comun anterior, disco intervertebral, cuerpo y
ligamento vertebral comtn posterior; y la parte posterior de la unidad funcional raquidea
formada por los pediculos, laminas, facetas articulares y su capsula, ap6fisis transversas,
apofisis espinosa, ligamentos e inserciones musculares (Fernandez-Iruefias, 1993) (Imagen

15).

Las facetas articulares son articulaciones de una movilidad limitada, clasificandolas,
por tanto, como diartrodias, esto tiene una clara influencia sobre los movimientos que se
producen en ellas. Durante la flexion de dos vértebras, las apofisis articulares inferiores de
la vértebra superior se deslizan hacia arriba, produciéndose la separacion de las apofisis
articulares de la vértebra inferior. En los movimientos de extension las apofisis articulares
de la vértebra superior se encajan con las apodfisis articulares de la vértebra inferior,
produciéndose el deslizamiento de las facetas articulares hacia abajo. En la flexion lateral
tiene lugar un deslizamiento desigual de las apofisis articulares, en el lado en que se

produce la extension lateral hay una traslacion de la faceta articular superior hacia arriba,
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mientras que la faceta contraria presenta un deslizamiento hacia abajo. Por tanto la flexion
y extension se producen por el deslizamiento de las carillas articulares, pero al mismo
tiempo el disco intervertebral se deforma en el sentido opuesto al movimiento realizado. La
flexion se encuentra limitada por las propias facetas articulares al llegar al maximo de su
deslizamiento, pero al mismo tiempo se produce la actuacion de los ligamentos y de las
fibras mas posteriores del anillo fibroso. La extension esta controlada también por las
carillas articulares con su propio deslizamiento y por los ligamentos vertebrales. Aunque
nunca se alcanza el grado maximo de extension, ya que la apodfisis espinosa llega a
contactar con su homonima inferior, en el movimiento de flexion se produce un

desplazamiento asociado anterior del cuerpo vertebral (Denis, 1984) (Imagen 16).
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Imagen 15. Unidad Funcional Raquidea (UFR) (parte anterior y posterior).
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Imagen 16. Movimiento de extension de la columna lumbar (Imagen

obtenida de Fernandez-Iruefias, 1983).

Junto con el disco intervertebral, al formar parte de la unidad funcional raquidea, las
articulaciones facetarias también van a soportar las fuerzas de compresion, de forma que en
bipedestacion y con una lordosis normal estas facetas absorben el 16% de la carga que

soporta el conjunto de la unidad funcional raquidea.

Al estudiar la fisiopatologia de los procesos degenerativos de la columna vertebral,
se observa que todos comienzan por una lesion menor de alguno de los elementos de la
unidad funcional raquidea, ya sea del disco o de las facetas articulares. Al comienzo hay
unos cambios minimos, tanto a nivel del disco como de las articulares, pero con el tiempo
estos cambios se vuelven severos en ambas formaciones anatdmicas; en segundo lugar los
cambios degenerativos que se producen en una unidad funcional se extienden

progresivamente a otras unidades hasta la degeneracion total del segmento o de la columna.

Las facetas articulares a pesar de su movilidad limitada poseen una constitucion
anatomica muy similar a la de las grandes articulaciones, presentando un cartilago articular
o hialino, una cépsula con su membrana sinovial e incluso un pseudomenisco. El gran
inconveniente funcional de estas pequefias articulaciones son las fuerzas de presion y carga
a que se encuentran sometidas, que son mucho mas elevadas por unidad de superficie que

en cualquier otra articulacion del organismo, incluyendo la rodilla, cadera o tobillo que se
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consideran clasicamente como las grandes articulaciones de carga. Esta presion por unidad
de superficie aumenta de manera considerable en el caso de que el disco intervertebral deje
parcialmente de desempenar su funcion de soporte de carga. Cuando se produce este
fenémeno, inicialmente se ponen en marcha una serie de modificaciones anatémicas en la
columna vertebral que intentan defender a las apodfisis articulares: hay una hipertrofia
relativa de las laminas y el ligamento amarillo, pero este sistema de autodefensa se vuelve
contra la columna ya que estas hipertrofias ocasionan la estenosis del canal vertebral.
Posteriormente se produce un incremento de la membrana sinovial, esta alteracion produce
cambios en la composicion y volumen del liquido sinovial, que parece ser el origen de las
alteraciones degenerativas del cartilago articular que sufre un proceso de fibrilacion,

fisuracion y finalmente destruccion total del mismo.

Desde el momento en que comienza la disminucidon y destruccion del grosor del
cartilago se produce una laxitud capsular, tanto por este hecho patologico como también
por el aumento del volumen del liquido articular. La consecuencia es que la articulacién
comienza a tener movimientos que pueden ser considerados como anormales,
traduciéndose en una inestabilidad que puede llegar a producir una subluxacion articular
en los ultimos grados de los movimientos. Se instaura de esta manera un proceso que
podemos considerar como un circulo vicioso, la degeneracion produce al comienzo una
inestabilidad y esta, a su vez, aumenta el proceso degenerativo. La evolucion del binomio
degeneracion-inestabilidad no presenta una secuencia indefinida, y llega un momento en

que la artrosis producida estabiliza la articulacion produciendo su rigidez.

A pesar de que las facetas articulares de una misma unidad funcional raquidea son
simétricas y estdn situadas a un mismo nivel, es frecuente que presenten un proceso
evolutivo degenerativo diferente. Este hecho fisiopatologico tiene una repercusion clinica,
por ello resulta relativamente frecuente que el sindrome facetario (dolor causado por la
degeneracion de la faceta) sea unilateral o que el dolor sea mas acusado en uno de los dos
lados de la columna. Biomecénicamente esta degeneracion asimétrica tiene su influencia,
ya que aparece un componente rotatorio al existir una articulacion mas inestable que su
homonima, traduciéndose en una aceleracion del proceso patologico (Rothman y Simeone.,

1986).

En lo referido a la degeneracion discal su fisiopatologia ha sido ampliamente

estudiada debido a su complejidad y a la repercusion que tiene en la patologia humana. El
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suceso etiopatogénico primario de la degeneracion discal es la pérdida insidiosa del
contenido de agua en el nucleo pulposo, dicho proceso se inicia ya en la infancia y progresa
continuamente a lo largo de la vida adulta, ocasiondndose una aceleracion del proceso en
las ultimas décadas de la vida. Estos hechos bioquimicos producen una serie de cambios
biomecanicos en el disco. La propiedad principal del disco intervertebral, que es la
distribucion de las presiones que se ejercen sobre el, se altera sustancialmente al producirse
su deshidratacion. Este hecho fisiopatologico conlleva una serie de trastornos que pueden

considerarse encadenados y a la vez interdependientes (Fernandez-Iruefias, 1983):

1. Sobrecarga de las articulaciones facetarias que estan relacionadas intimamente

con la rotura de las laminas del anillo fibroso.

2. Movimientos anormales a nivel de las articulaciones, con desarrollo de

inestabilidad.

3. La posterior degeneracion articular con disminucion del diametro del canal

neural.

Todos estos procesos degenerativos del complejo triarticular son una fuente de
dolor: ya sea por la herniacion del nucleo pulposo que origina la clinica de hernia discal;
por la degeneracion discal y la lesion de las articulaciones facetarias asociadas causantes de
la lumbalgia degenerativa o por la hipertrofia fundamentalmente de articulaciones
facetarias y ligamentos amarillos que conducen a la estenosis del canal vertebral lumbar

con el consiguiente compromiso radicular y/o medular asociado.

En algunas de estas entidades y una vez que acontecen estas modificaciones a nivel
del disco, apofisis articulares y ligamentos, y a pesar de realizar tratamientos conservadores
que incluyen medicaciones analgésicas y anti-inflamatorias, tratamientos fisioterapicos y
rehabilitadores, etc., y ante el fracaso de los mismos, se hace necesario recurrir al
tratamiento quirargico para eliminar el nticleo pulposo y liberar la raiz nerviosa atrapada
en el caso de hernias discales; estabilizar la columna en el caso de lumbalgias

degenerativas o descomprimir el canal vertebral en caso de estenosis del mismo.
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2.3. DIAGNOSTICO POR IMAGEN DE LA
COLUMNA VERTEBRAL.

Gracias a los estudios complementarios de imagen tanto Tomografia Axial
Computerizada (TAC) como Resonancia Magnética Nuclear (RMN), actualmente tenemos
una excelente vision del canal neural y de las estructuras que lo componen y podemos
identificar la presencia de fibrosis epidural. Con estas pruebas de imagen se ha podido
demostrar la presencia de esta fibrosis intracanal tras la realizacion de cirugia sobre el
raquis, aunque no existe una correlacion plenamente demostrada entre una mayor extension
de la fibrosis y la aparicion de dolor lumbar y/o radicular de tipo cronico y la intensidad del
mismo (Annertz y cols., 1995; Vogelsang y cols., 1999; Coskum y cols., 2000) (Imagen
17).

Imagen 17. Corte axial de columna lumbosacra. Estudio de TAC.

Varias han sido las técnicas utilizadas para el estudio de la columna vertebral
intervenida. Las imagenes radiograficas inicamente nos permiten una aproximacion de las
estructuras 6seas sin poder aportarnos ninguna informacién sobre la existencia o no de
fibrosis epidural o la magnitud de la misma, posteriormente los estudios de TAC
incrementaron la cantidad y calidad de los datos de las estructuras 6seas, aportdndonos

ademads alguna informacion de los elementos neurales intracanales. Las asociaciones de
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TAC y mielografia daban mas datos sobre la presencia de recidivas herniarias intracanales
pero el riesgo de estas técnicas era elevado. Fue la llegada de la Resonancia Magnética
Nuclear (RMN) la que revolucion6 todo el estudio de la columna vertebral ya sea operada o

no.

La RMN es un método de estudio no invasivo, que no emplea radiaciones
ionizantes (con lo que se evita el riesgo de las mismas) aportandonos unas claras imagenes
tanto axiales, sagitales y coronales de todos los elementos intracanales, ya sea el cordon
medular o las raices nerviosas. Ademads esta técnica se puede asociar con el empleo de
contrastes paramagnéticos intravenosos como el gadolinio que facilitan el estudio de la
columna vertebral operada, convirtiéndose en el momento actual en el método de eleccion

para el estudio de la misma.

El motivo mas frecuente para el estudio mediante métodos de imagen de la columna
operada es el sindrome de fracaso de la cirugia de columna, secundario a la cirugia de
hernia discal, procesos degenerativos, inestabilidad o estenosis de canal; definiéndose
como fracaso de la cirugia lumbar la aparicion de nuevos sintomas dolorosos y la

persistencia o recurrencia de los sintomas existentes previos a la cirugia.

La incidencia del sindrome de fracaso de la cirugia de columna varia entre el 10-
30%. Las causas son multiples, muchas de ellas relacionadas con la cirugia y otras no.
Como causas quirargicas tenemos: fibrosis o cicatriz epidural, hematoma intracanal,
recidiva herniaria, aracnoiditis, infeccion y la fistula de liquido cefalorraquideo (LCR).
Causas no quirurgicas mas frecuentes son: hernia discal en un lugar no operado, artrosis
facetaria, estenosis de canal, espondilolisis con o sin espondilolistesis y el dolor referido de

otras causas (LaRocca y MacNab., 1974; Kimm y Michelsen., 1992; Fischgrund, 2004).

Antes de poder interpretar anomalias en la imagen postoperatoria es necesario
conocer las secuencias de acontecimientos demostrados por la RMN en la columna

postoperada normal.

Elementos posteriores: el lugar de la cirugia es facilmente identificable en las
imagenes de RMN. Tanto los cortes sagitales como axiales muestran ausencia de
estructuras normales (pérdida de la alta intensidad de la sefial normal de la médula 6sea en

imagenes en T1 y de baja intensidad de sefial del hueso cortical en T1 y T2, también
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encontraremos ausencia del ligamento amarillo y disrupcion de los planos grasos y

musculares posteriores normales.

El lugar de la laminectomia sufre cambios progresivos a lo largo del tiempo.
Imagenes obtenidas en el postoperatorio inmediato, demuestran tejido edematoso irregular,
de intensidad de sefial intermedia en T1 e hiperintensa en T2, que puede mostrar efecto
masa, desplazando el saco tecal. En los meses siguientes la intensidad de sefial se hace mas
homogénea en Tl y disminuye en T2, debido a la formacion de tejido cicatricial,
perdiéndose el efecto masa inicial. El saco tecal a menudo se desplaza posteriormente hacia

el lugar de la laminectomia, pudiendo llegar a protruir en los tejidos blandos.

Debido a esta gran cantidad de cambios en los tejidos blandos epidurales y en el
disco intervertebral, la RMN debe interpretarse con precaucion en el periodo del
postoperatorio inmediato. La RMN puede utilizarse en este periodo para excluir una
hemorragia postoperatoria significativa en el lugar de la laminectomia, un
pseudomeningocele o una infeccion del espacio discal. Son frecuentes pequefias
colecciones liquidas en los tejidos blandos posteriores tras la laminectomia. La intensidad
de sefial de los mismos variara dependiendo de su contenido, asi las colecciones serosas
presentan una intensidad de sefial idéntica al LCR, y las colecciones serosanguinolentas
mostraran un aumento de la intensidad de sefial en T1 debido a los productos de
degradacion de la hemoglobina. No es posible la distincion entre pequefias colecciones
liquidas en el postoperatorio inmediato y colecciones infectadas mediante RMN basandose

en su morfologia o intensidad de sefial.

La hemorragia tipicamente muestra iso o hiperintensidad del espacio epidural en
T1 y disminuye de intensidad de sefal en gradiente de eco o T2 no debiendo confundirse
con los injertos grasos colocados sobre la zona quirrgica y utilizados por algunos
cirujanos en un intento de evitar la formacion de cicatriz epidural. El empleo de técnicas de

supresion grasa permitirad esta diferenciacion (Iméagenes 18 y 19).
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Imagen 19. Corte axial de RMN de columna lumbosacra.

La distincion entre fibrosis epidural y hernia discal persistente o recurrente
representa la indicacion mas frecuente de RMN en la columna lumbar postoperada. La
RMN sin contraste se ha demostrado, al menos equivalente al TAC con contraste en la
distincion entre cicatriz y disco intervertebral, aportando la RMN la ventaja de ser una

técnica que no utiliza radiaciones ionizantes. Con el uso de contrastes paramagnéticos,
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como el gadolinio, la RMN muestra unos rangos de exactitud en esta distincion que varia

entre el 96% y el 100% segun las series (Huefthe y cols., 1988; Ross y cols., 1990).

En general la hernia discal aparece como un tejido blando, anémalo, contiguo con
el disco original, de morfologia nodular, liso y bien definido, tipicamente isointenso en T1
e hipo o hiperintenso en T2 comparando con el disco intervertebral original. La
variabilidad de la intensidad de sefial del disco en secuencias en T2 se atribuye a las
relativas diferencias de hidratacion entre el disco remanente y el disco herniado. El tiempo
transcurrido entre la herniacion discal y la RMN también afecta al estado de hidratacion del
disco en intensidad de la sefial en imagenes de T2. La presencia de efecto masa con

desplazamiento de tejidos neurales es considerada una imagen tipica de la hernia discal.

Tras la inyeccion de contraste paramagnético, como el gadolinio, el disco muestra
ausencia de captacion en el periodo postinyeccion temprana (6-10 min.) debido a su
naturaleza avascular; sin embargo en imagenes tardias (20-30 min. tras la inyeccion) el
material discal puede captarlo debido a su difusion dentro del disco desde el tejido
cicatricial vascularizado adyacente. Si coexiste una gran cantidad de tejido cicatricial con
un disco herniado relativamente pequefio, fendmenos de volumen parcial pueden oscurecer

el material discal.

La captacion del margen posterior del disco es un hallazgo frecuente
postdiscectomia, de significado clinico desconocido. Probablemente represente cicatriz o

tejido de granulacion infiltrando el disco a través de un defecto en el anulus posterior.

Adicionalmente en estudios de RMN de seguimiento de una hernia discal
recidivante puede aparecer captacion del contraste por el material discal, debido a invasion

por tejido cicatricial, en un intento de respuesta reparativa.

La fibrosis epidural se presenta en la mayoria de las columnas intervenidas y
representa el reemplazamiento de la grasa epidural normal por tejido fibrotico
postoperatorio. Morfoloégicamente esta fibrosis conforma una cicatriz epidural que
generalmente aparece como una masa extradural de configuracion irregular, con unos
margenes mal definidos y tipicamente sin contigliidad con el disco. Las caracteristicas de
sefial en RMN son variables y dependen de muchos factores. La retraccion del saco tecal

hacia este tejido andmalo, cuando esta presente, apoya el diagndstico de cicatriz epidural,
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sin embargo la cicatriz también puede presentarse con efecto masa sobre estructuras

neurales adyacentes.

La fibrosis epidural capta contraste en el periodo de postinyeccion inmediata, con
independencia del tiempo transcurrido desde la cirugia, debido a su abundante
vascularizacion, constituyendo este el principal criterio diferencial con la hernia discal

(Kaiser y Ramos., 1992).
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2.4. SINDROME DE FRACASO DE LA CIRUGIA
DE COLUMNA.

Definimos el sindrome de fracaso de la cirugia de columna como la aparicion de
nuevos sintomas dolorosos y la persistencia o recurrencia de los sintomas existentes

previos a la cirugia.

El papel de la fibrosis en el sindrome de fracaso de cirugia de columna es
controvertido. Ha sido relacionada con resultado quirurgico desfavorable y recurrencia de
los sintomas pero no existe una correlacion plenamente demostrada entre una mayor
extension de la fibrosis y la aparicion de dolor lumbar y/o radicular de tipo crénico y la
intensidad del mismo habiéndose afirmado, que ni la cantidad de cicatriz ni el grado de
realce por contraste se relacionan directamente con el sindrome clinico (Hurme y cols.,
1991; North y cols., 1991; Jinkins y cols., 1993; Annertz y cols., 1995; Grane y cols., 1996;
Vogelsang y cols., 1999; Coskum y cols., 2000).

Hasta el momento no se ha demostrado que la fibrosis epidural aparezca con mas
frecuencia en pacientes sintomaticos o que la reseccion quirargica de la cicatriz conduzca a

mejoria clinica.

En los estudios de RMN las caracteristicas de la sefial de la hernia discal son
hipointensidad en T1 y T2, mientras que la fibrosis aparece iso o hipointenso en T1 e
hiperintenso en T2. Tras la administracion de Gadolinio como contraste se observa que en
la fibrosis se produce un realce heterogéneo y no hay realce en el resto del disco o en Ia
recidiva discal. La positividad de la RMN es de mas del 90% para establecer el diagnostico

diferencial entre hernia discal y fibrosis epidural (Imagenes 20 y 21).

Otras causas del sindrome de fracaso de la cirugia de columna son la presencia de
estenosis de canal, que consiste en la disminucion del didmetro del canal vertebral con la
consiguiente compresion de los elementos neurales tanto cordon medular como raices
nerviosas contenidas en el mismo. Dicha estenosis tras la cirugia, resulta de la suma de
cambios degenerativos progresivos debidos al envejecimiento y al estrés mecénico

sobreafiadido sobre el complejo triarticular discovertebral como resultado de la cirugia. Ha
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sido implicado como causa de sindrome de fracaso de cirugia de columna en un 50-60% de

los casos (Burton y cols., 1981).

Imagen 20. Estudio de RMN tras laminectomia con ocupacion del espacio epidural.
Imagen sin contraste (imagen tomada de internet http://radpod.org/wp-
content/uploads/2006/12/postop_back arrows.JPG).

Imagen 21. Misma imagen de RMN esta vez realizada tras la administracion gadolinio
donde se puede observar la captacion del mismo estableciéndose el diagndstico de
fibrosis epidural (imagen tomada y modificada de internet http://radpod.org/wp-
content/uploads/2006/12/postop_back arrows.JPG).

Esta estenosis afecta mas frecuentemente al foramen de conjuncion y al receso
lateral debido a la combinacién de hipertrofia de las carillas articulares, desplazamiento

anterior de la carilla superior y protrusion del remanente del anillo fibroso debido a la
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pérdida de altura del disco, menos frecuentemente la estenosis postoperatoria puede
manifestarse como estrechamiento severo del canal central debido a cambios hipertréficos
de las articulaciones interapofisarias y ligamentos amarillos. Puesto que durante la cirugia
el ligamento amarillo se extirpa a nivel del disco herniado, la estenosis central afecta con

mas frecuencia a un nivel por encima o por debajo del espacio intervenido.

En el sindrome de fracaso de la cirugia lumbar, también se debe establecer el
diagnéstico diferencial entre fibrosis epidural y la presencia de un pseudomeningocele que
es una coleccion de liquido cefalorraquideo (LCR) que resulta de un desgarro dural en el
momento de la cirugia. En el caso de un pseudomeningocele, en RMN observamos un area
redondeada, isointensa con el resto de LCR intramedular, posterior al saco tecal y en el
lugar de la cirugia previa. La expansion del pseudomeningocele dural durante un periodo
de tiempo origina una céapsula fibrosa que se distiende por la transmisién continua del
latido del LCR. Puede observarse niveles liquido-liquido debido al deposito de productos
sanguineos. Los pseudomeningoceles deben ser también diferenciados de pequefias
evaginaciones laterales del saco tecal que son un hallazgo a veces frecuente tras la

laminectomia.

La inestabilidad lumbar persistente o recurrente es otra causa de dolor
postoperatorio en pacientes tras fusion quirurgica lumbar. La valoracion clinica de la
inestabilidad postoperatoria es dificil y puede no ser posible diferenciarlo de los sintomas
relacionados con la hernia discal o fibrosis epidural. La RMN proporciona una valoracion
no invasiva de la integridad funcional de la fusion espinal. En una fusion estable se
observan bandas subcondrales de hipersefial en secuencias en Tl en los platillos
vertebrales. En imagenes en T2 estas bandas subcondrales son isointensas o débilmente
hiperintensas comparadas con la médula 6sea normal. Una fusion inestable generalmente se
caracteriza por bandas subcondrales de baja intensidad de sefal en secuencias TI1, e
hiperintensas en secuencias T2. Estos cambios presumiblemente corresponden a
inflamacion, hiperemia y/o tejido de granulacion que resulta de un incremento del estrés

bioquimico en el segmento espinal inestable.

La infeccidén postoperatoria es una causa poco comun pero importante de sintomas
lumbares tras la cirugia espinal. Los pacientes con infeccion postoperatoria del espacio
discal comienzan clinicamente con dolor lumbar severo semanas después de la cirugia. El

diagnodstico a menudo se retrasa si los hallazgos de los estudio por imagen se atribuyen a
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cambios normales del periodo postoperatorio inmediato. La RMN permite el diagnostico
temprano y es el mejor método para valorar la extension de la afectacion dsea y de partes
blandas. Generalmente se observa afectacion del disco, con osteomielitis vertebral
adyacente o formacion de absceso epidural. La infeccion del espacio discal se presentara
como areas de baja intensidad de sefial en T1, con pérdida de la definicion entre el disco y
el platillo vertebral. En imagenes en T2 observamos un aumento de sefal del disco y de la

médula d6sea de los cuerpos vertebrales adyacentes.

La discrepancia entre los distintos trabajos y la falta de una explicacion clara acerca
de esta recurrencia del dolor y la incapacidad tras la cirugia del raquis lumbar hace
necesaria la realizacion de estudios, para intentar determinar el verdadero origen de este
dolor por lo que los estudios experimentales son la primera fase para poder realizar
posteriores ensayos clinicos en humanos que puedan discernir el origen de esta fibrosis y

prevenir la recidiva del dolor debido a la misma.

No existe ninguna teoria que explique de una manera definitiva el origen de esta
fibrosis epidural. Distintos autores afirman que la fibrosis epidural tendria su origen en la
proliferacién e invasion vascular y en la reaccion inflamatoria de los tejidos blandos,
fundamentalmente a nivel muscular, que recubren las estructuras medulares. Al realizar el
abordaje quirrgico para acceder al canal medular se originaria la lesion de estas
estructuras musculares, en cuyo proceso reparativo se produciria una reaccion inflamatorio-
cicatricial que tiende a reparar esta estructura. Seria esta proliferacién vascular junto a la
reaccion inflamatoria-cicatricial el origen de estos fibroblastos que migrarian a la zona del
canal vertebral, proliferarian y terminarian creando este tejido cicatricial que envolveria a
las estructuras neurales medulares y radiculares (Fager y Freidberg., 1980; Burton y cols.,

1981; Abdou y Hardy., 1999; Coskun y cols., 2000).

Este tejido fibrotico esta compuesto de manera fundamental de colageno, que se
trata de una molécula proteica que forma fibras, las fibras coldgenas, estando presentes en
cantidad variable en todos los tipos de tejido conjuntivo y es producida principalmente por
los fibroblastos y también por otras estirpes celulares como condroblastos y osteoblastos.
El colageno esta formado por una proteina precursora llamada tropocolageno que mide
alrededor de 300 nm de largo y 1,4 nm de didmetro. El tropocolageno estd formado por tres
cadenas polipeptidicas llamadas cadenas alfa, cada una de ellas constituida por un

polipéptido, formado por una repeticion en tdndem de tres aminodcidos siendo muy ricas
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en prolina o hidroxiprolina y glicina, cada una de un peso molecular de alrededor de
100.000 Da. Estas cadenas tienen una configuracion helicoidal levogira (hélice de
coldgeno). Las tres cadenas se enrollan y se fijan mediante enlaces trasversales para formar
una triple hélice dextrogira con una distancia entre las vueltas de 8,6 nm (Brodsky y

Persikov., 2005).
El colageno en lugar de ser una proteina Unica, se considera una familia de
moléculas estrechamente relacionadas pero genéticamente distintas, describiéndose varios

tipos de colageno, siendo los principales cuatro (Forriol, 1999):

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

y la cornea. Se presenta en fibrillas estriadas de 20 a 100 nm de didmetro,
agrupandose para formar fibras colagenas mayores. Sus subunidades mayores
estan constituidas por cadenas alfa de dos tipos, que difieren ligeramente en su
composicion de aminodcidos y en su secuencia. A uno de los cuales se designa
como cadena alfal y al otro, cadena alfa2. Es sintetizado por fibroblastos,
condroblastos y osteoblastos. Su funcion principal es la de resistencia al

estiramiento.

Colageno tipo II: Se encuentra sobre todo el en cartilago, pero también se
presenta en la cornea embrionaria y en la notocorda, en el nucleo pulposo y en el
humor vitreo del ojo. En el cartilago, forma fibrillas finas de 10 a 20 nm, pero en
otros microambientes puede formar fibrillas mas grandes, indistinguibles
morfolégicamente del colageno tipo I. Esta constituido por tres cadenas alfa2 de
un unico tipo. Es sintetizado por el condroblasto. Su funcion principal es la

resistencia a la presion intermitente.

Colageno tipo III: Abunda en el tejido conjuntivo laxo, en las paredes de los

vasos sanguineos, la dermis de la piel y el estroma de varias glandulas. Parece
un constituyente importante de las fibras de 50 nm que se han Ilamado
tradicionalmente fibras reticulares. Esta constituido por una clase Unica de
cadena alfa3. Es sintetizado por las células del musculo liso, fibroblastos, glia.

Su funcion es la de sostén de los drganos expandibles.
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Colégeno tipo IV: Es el colageno que forma la ldmina basal que subyace a los

epitelios. Es un colageno que no se polimeriza en fibrillas, sino que forma un
fieltro de moléculas orientadas al azar, asociadas a proteoglicanos y con las
proteinas estructurales laminina y fibronectina. Es sintetizado por las células

epiteliales y endoteliales. Su funcion principal es la de sostén y filtracion.

La composicion de aminoacidos del coldgeno es bastante particular. La glicina
representa, en moles, aproximadamente 1/3 de los aminodcidos presentes. También
contienen cantidades muy elevadas de prolina, y de hidroxiprolina (hasta el 10%), y es una

de las pocas proteinas que contiene hidroxilisina.

Tampoco esta demostrada que la sola presencia de este tejido fibrético, formado por
colageno, en torno a la médula y las raices nerviosas sea la inica causa de la aparicion del
dolor, actualmente se piensa que este tejido fibrotico influiria en la movilidad de las
estructuras neurales impidiendo los pequefios movimientos adaptativos de estas estructuras
al realizarse los movimientos de la columna vertebral, siendo esta falta de movilidad y la
adherencia a las estructuras proximas la causa del dolor. También se cree que esta
estructura fibrética alteraria el libre intercambio de los nutrientes y las sustancias de
desecho fruto del funcionamiento de las estructuras neurales con lo que se alteraria el
equilibrio celular y esto originaria dolor (Hernandez y cols., 1990; Miyamoto y cols., 2003;

Kulkarni y cols., 2007).
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2.5. METODOS DE PREVENCION DE LA
FIBROSIS EPIDURAL.

Para prevenir la aparicion de esta fibrosis epidural debido a la lesion muscular y de
partes blandas y siendo este el posible origen de la reaccioén inflamatoria-cicatricial, desde
hace afos se estan perfeccionando las técnicas quirurgicas en busca de una menor lesion y
agresividad. El desarrollo de cirugias minimamente invasivas y de mejores instrumentales
quirurgicos busca la menor lesion posible de las partes blandas y reducir, en la medida de

lo posible, la reaccion inflamatoria.

Otro campo de estudio se basa en la utilizacion de métodos de barrera a nivel local
que frenen la progresion de la fibrosis desde las estructuras musculares situadas sobre el
canal neural hacia el interior del mismo. Desde hace afios se encuentran en estudio y uso
clinico, distintas sustancias que actuarian como contencidon mecénica, colocados sobre el
canal medular, en busca de evitar la progresion de la fibrosis dentro del canal neural. Se
han utilizado injertos pediculados o libres de grasa, Politetrafluoretileno expandido
(PFTEe®), laminas de Acido Polilactico (Macropore®), ADCON-L® (gel biorreabsorbible
de gelatina y poliglicanos) etc., pero ninguno de estos métodos ha sido plenamente efectivo
ni exento de riesgos como la aparicion de hematomas y compresiones a nivel medular o
radicular, infecciones, reacciones de cuerpo extraio, etc., por lo que su uso no se encuentra
generalizado dentro de la practica clinica actual (Cabezudo y cols., 1985; Songer y cols.,
1990; Abitbol y cols., 1994; He y cols., 1995; Songer y cols., 1995; Alkakay y cols., 2003;
Lee y cols., 2004; Liu y cols., 2006; Tatsuy y cols., 2006; Brzezicki y cols., 2008).

Otros métodos han sido probados para disminuir la presencia de la fibrosis epidural
tras la cirugia, su uso no se basa en la utilizacion de sistemas barrera sino en la empleo de
radiacion ionizante en la zona quirdrgica para prevenir el desarrollo de la fibrosis epidural
dado el efecto anti-inflamatorio y de inhibicion de la proliferacion celular causado por la
radiacion. Otras sustancias con efecto anti-inflamatorio utilizadas a nivel experimental
como protectores de la fibrosis epidural han sido el activador tisular del plasmindgeno,
anti-inflamatorios no esteroideos (AINE), compuestos morficos, etc. (Gerszten y cols.,
2000; Bora y cols.,, 2001; Kemaloglu y cols., 2003; Sabuncouglu y cols., 2007;
Mastronardi y cols., 2008; Sandoval y Hernandez-Vaquero., 2008).



42

Actualmente existen en estudio nuevas sustancias que intentan disminuir la
presencia de fibrosis epidural, entre ellas se encuentra el uso de antibidticos como la
Mitomicina C, interferon gamma, etc., con buenos resultados experimentales en la

prevencion de la fibrosis epidural (Lee y cols., 2004; Emmez y cols., 2008).
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2.6. ACIDO HIALURONICO.

El 4cido hialurénico (AH) es un glicosaminoglicano (GAG’s) descubierto por
Meyer y Palmer en 1934. Estos autores describieron el proceso para aislar lo que en aquel
momento era un nuevo glicosaminoglicano obtenido del humor vitreo del ganado bovino.
Mostraron que esta sustancia contenia un acido uroénico y un amino azucar, pero no
sulfoésteres. Asi propusieron como nombre “adcido hialurénico”, de ‘“hialoide” (humor
vitreo) mas 4&cido urdnico. En ese momento ignoraban que la sustancia que habian
descubierto se convertiria en una de las mas interesantes y utiles macromoléculas naturales

(Meyer y Palmer., 1934).

A diferencia del resto de GAG’s, como el condroitin sulfato, el dermatan sulfato o
el keratan sulfato, el AH es el tnico no sulfatado y que, ademas, no presenta nucleo
proteico ni es sintetizado por el aparato de Golgi. Aparece en forma de polianion y no
como acido libre. Generalmente, presenta alto peso molecular (PM), aunque también se
encuentra en forma de oligosacarido. Es un polimero lineal, no ramificado, formado por la
repeticion de un disacarido constituido por N-acetilglucosamina y acido glucurénico,
unidos por enlaces glicosidicos B1-4. Los disacéaridos se unen por enlaces f1-3, formando
la cadena de AH (Weissmann y Meyer, 1954; Kakehi y cols., 2003; Prehm, 2006; Girish y
Kemparaju., 2007) (Imagen 22).

OH HO
O AN
0 0
HO
HO 0 0
1 3 NH 1
/
OH 0=¢
CH,4 n
Acido glucurénico N-acetilglucosamina

Imagen 22. Férmula orgénica estructurada del acido hialurénico. Su féormula empirica
es (-4Gl.UAB-3GI.NAP1)n.
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De entre los factores fisico-quimicos que caracterizan al AH y sobre el que se
sustentan la mayoria de sus funciones fisiologicas, destacan sus propiedades reologicas,
fundamentalmente su viscoelasticidad. El comportamiento reologico es decisivo en las
aplicaciones del AH y su peso molecular acentiia su viscosidad. De hecho, en solucion
acuosa muestra un comportamiento muy viscoeldstico y una gran capacidad para atrapar
moléculas de agua, debido a su elevado peso molecular y al gran numero de grupos
cargados polares en su estructura. Dicha capacidad para englobar moléculas de agua ya
fue sefialada por Meyer y Palmer, indicando que el acido libre es muy higroscopico pero
no facilmente soluble en agua, aunque las sales son muy solubles, formando soluciones de
alta viscosidad (Meyer y Palmer., 1934; Gura y cols., 1998; Almond y cols., 2006;
Blundell y cols., 2006; Ribeiro y cols., 2008).

En este sentido, estudios reoldgicos y de dispersion concluyen que las cadenas de
AH son semiflexibles en solucion. Asi pues, el AH es una excelente molécula para rellenar
espacios, pudiendo deformarse en situaciones de crecimiento rapido y remodelacion
tisular, a la vez que atrapa agua e iones con el fin de mantener la hidratacion y proteger el
tejido circundante. Su viscoelasticidad le permite moverse libremente en espacios vacios,
proporcionando a las células un lecho sobre el que moverse y mantenerlas parcialmente
localizadas. La alta viscosidad del AH a bajos gradientes de velocidad y su
comportamiento no Newtoniano a altos gradientes de velocidad, a menudo interpretados
como la evidencia de la existencia de redes estables se deben simplemente a que la cadena
forma un ovillo. Sin embargo, existen pocas evidencias de que se produzcan interacciones
especificas entre las cadenas de AH en solucion salina, por lo que su alta viscosidad no
puede ser atribuida a la asociacion de cadenas de AH. Por el contrario, el enorme volumen
del AH y las interacciones intermoleculares transitorias, las cuales son mas frecuentes con
la superposicion de dominios moleculares, determinan la viscosidad del AH (Gribbon y

cols., 2000; Scott y Heatley, 2002; Cowman y Matsuoka., 2005; Almond, 2007).

El AH presenta una amplia distribucion en los seres vivos. El AH aparece
principalmente en matrices extracelulares y pericelulares, aunque también se ha
demostrado que aparece intracelularmente, donde es catabolizado y desarrolla importantes
funciones. En la mayor parte de los tejidos blandos, el AH aparece asociado a proteinas
como consecuencia de interacciones de cargas positivas con cargas negativas. En tejidos
duros, como la matriz del cartilago articular, el AH se presenta unido a través de una

proteina de unidn al agrecan, proteoglicano formado por coldgeno, condroitin sulfato y
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keratan sulfato. Los complejos AH-agrecan presentan enormes PM’s, mayores de 100
mDa que quedan embebidos en una estructura de colageno. A pesar de que inicialmente se
creyd que el papel del AH era servir unicamente como relleno del tejido conectivo, el
estudio de proteinas de union y receptores del AH han revelado sus numerosas funciones.
Actualmente, se reconoce que este GAG's juega un papel fundamental en la transduccion
de la sefial celular, en la motilidad celular, en procesos tumorales y en metastasis, entre

otros (Tammi y cols., 2002; Schiller y cols., 2003; Weigel y DeAngelis., 2007).

En cuanto a la degradacion y renovacion del AH su catabolismo es un proceso
rapido y continuo que basicamente se atribuye a las hialuronidasas, enzimas que
catabolizan el AH y que estdn ampliamente distribuidas. La degradacion del AH engloba
distintos pasos. En la matriz extracelular de la mayoria de los tejidos adultos, el AH
presenta alto PM, contribuyendo a las propiedades mecénicas de la matriz. Para ser
liberado de esta red firme, el polimero debe ser parcialmente degradado, facilitando asi la
internalizacion de cadenas de PM medio en las células a través de mecanismos
fundamentalmente mediados por receptores del AH, o bien transferidos a la circulacion
que los lleva a 6rganos donde se degrada el AH, como nddulos linfaticos, rifion o higado.
De este modo, el AH es fragmentado en el compartimento lisosomal, donde se hidroliza en
pequefios oligosacaridos por hialuronidasas intracelulares. Estos fragmentos son
finalmente degradados en monosacaridos por exoglicosidasas presentes en los lisosomas.
Estos monosacéridos pueden ser reutilizados para la sintesis de polisacaridos (Laurent y

cols., 1998; Lepperdinger y cols., 2004).

Sin embargo, en el catabolismo del AH no so6lo se ven implicadas las
hialuronidasas, sino que se producen dos mecanismos simultdneos y fundamentales: la ya
mencionada degradacion enzimatica y la degradacion por especies reactivas del oxigeno
(ERQO’s). En el cerebro, el pulmon o el intestino delgado, las hialuronidasas se expresan en
muy baja concentracion. Ademads, en el liquido sinovial de articulaciones no se detecta
apenas actividad de la enzima, a pesar de que la renovacion en dicho liquido es muy alta.
De ahi que se crea que el catabolismo quimico del AH es un proceso bien establecido en
articulaciones susceptible de degradacion por ERO’s, de manera que en procesos
inflamatorios como artrosis, artritis reumatoide o fibrosis quistica, entre otros, se generan
numerosas ERO’s que son capaces de atacar y romper las cadenas de AH, disminuyendo

su PM (Flugge y cols., 1999).
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El 4cido hialurénico esta presente de forma natural en todos los organismos vivos,
y es un componente universal de los espacios existentes entre las células de los tejidos
(espacio extracelular). Es un polisacarido con una estructura quimica idéntica,
independientemente de que se encuentre en el cuerpo de una simple bacteria o de un ser
humano. El 4cido hialurénico puede encontrarse en muchas zonas del organismo humano

CcOomo son:

e Piel: en la cual crea volumen (sin el &cido hialurénico, la piel estaria seca,
marchita y arrugada).

e Cuerpo vitreo: donde da forma y volumen a los ojos.

e Cartilagos, huesos y liquido sinovial: en los que tiene el papel de lubricante,
de material de absorcion de los traumatismos y de filtro entre otras
funciones.

e Vasos sanguineos: aportandolos su elasticidad y consistencia.

e Cordon umbilical: cuya funcion consiste en evitar que se interrumpa el

contacto entre la madre y el feto.

La longitud molecular del 4cido hialuronico varia segun los tejidos y las especies, y
también depende en gran parte de las condiciones en las que se encuentre el tejido en

cuestion.

Su abundancia de cargas negativas determina que esté extraordinariamente
hidratado, como ha sido comentado. Se trata de una verdadera "esponja molecular".
Ademas, la presencia de acido hialurénico en la matriz extracelular impide o dificulta la
difusion de macromoléculas a su través. Por este motivo, se comporta como una eficaz
barrera contra la difusion de macromoléculas. Todos estos efectos hacen que el AH
también haya sido utilizado de forma experimental para favorecer la regeneracion nerviosa

del nervio periférico lesionado (Mast y cols., 1992; Silva y cols., 2003).

La molécula de AH es hidroéfila y atrae moléculas de agua, lo cual significa que se
disuelve facilmente en el agua. En una solucidn, las moléculas de la cadena del 4cido
hialurénico, muy largas y delgadas, se retuercen y se doblan, adoptando la forma de un
ovillo que se expande al azar. Estos ovillos de AH son tan grandes que, incluso en una

baja concentracién de cerca del 0,1% (1 mg/ml), las moléculas de AH ocupan toda la
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solucion. Con una concentracion mas elevada, los ovillos de AH se enredan y se
entrelazan, formando un entretejido molecular flexible de moléculas enlazadas. Este
entramado de moléculas de 4cido hialurénico puede conservar grandes cantidades de agua,

mientras hace posible que los metabolitos entren y salgan de las células.

El AH interviene en los procesos de reparacion tisular, cicatrizacion (interviniendo
en la migracion de los fibroblastos y en la fibrogénesis) y por ello se postula su aplicacion
local como sustancia anti-inflamatoria y anti-edematosa sin efectos toxicos o indeseables.
El acido hialurénico de bajo peso molecular se uniria a varios tipos de receptores de
membrana: CD 44, receptor de hialurénico mediador de la movilidad (RHAMM) y la
molécula de adhesion intercelular 1 (hialoadherina). La unién del receptor CD 44 y el
acido hialurénico de bajo peso molecular originan la proliferacion celular fibrilar, pero la
presencia de altas concentraciones de AH de elevado peso molecular inhibe la uniéon del
AH de bajo peso molecular a dicho receptor CD 44, inhibiéndose secundariamente la
proliferacion celular de fibroblastos con la consiguiente disminucion de la fibrosis. De la
misma manera la interaccion de oligémeros de acido hialuronico de tres a diez disacéaridos
(O-HA) con el receptor CD 44 y el RHAMM induciria activacion angiogénica y
neovascularizacion local junto a activacion de factores inflamatorios derivados de los
macrofagos. Pero ante la presencia de altas concentraciones de acido hialurdnico de
elevado peso molecular se inhibe la unién del O-HA con el receptor CD 44 y el RHAMM
con lo que inhibe la reaccién inflamatoria y el proceso neovascular y fibrético.
(Mohamadzadeh y cols., 1998; Siegelman y cols., 1999; Nandi y cols., 2000; Sheehan y
cols., 2004; Tsuyoshi y cols., 2005).

El 4cido hialurénico ya desde sus inicios fue utilizado con fines comerciales. En
1942 Endre Balazs solicitdé una patente de utilizacién del mismo, como sucedaneo de la
clara de huevo en los productos de pasteleria. Llego a ser el primer especialista del AH, y
ha contribuido con descubrimientos relativos a este acido, durante los ultimos cincuenta

afos (Balazs y Delinger., 1993; Balazs y cols., 1967).
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2.6.1. USOS TERAPEUTICOS Y APLICACIONES DEL ACIDO HIALURONICO.

Los usos terapéuticos del AH estan relacionados con sus propiedades fisico-
quimicas, sus efectos fisiologicos y sus funciones celulares, las cuales dependen de su PM
y de su capacidad para actuar como sustancia de relleno, viscosuplementadora,
antioxidante, anti-inflamatoria, reguladora de la angiogénesis, proliferacion tumoral y
actividad antifibrotica, entre otras (Rooney y cols., 1995; Waddington y cols., 2000;
Moseley y cols., 2002; Teder y cols., 2002; Schimizzi y cols., 2006; Slevin y cols., 2007;
Heldin y cols., 2008).

Debido al amplio espectro de posibilidades de aplicacion del AH, la fuente de
obtencioén del mismo resulta muy importante. Su origen puede ser tanto bioldégico como
biotecnologico, y las impurezas que presenta en funcion de la fuente de la que se extrae

pueden ejercer efectos dispares (Shiedlin y cols., 2004).

La extraccion del AH de fuentes bioldgicas conlleva no pocas dificultades. Este AH
se extrae de globo ocular bovino, cresta de gallo, cordon umbilical y tejidos ricos en AH
como piel o cartilago. A pesar de esta diversidad de fuentes de obtencion del AH de origen
animal, se presenta el inconveniente de prevenir la contaminacién bacteriano durante la
recogida, transporte y extraccion del tejido, lo cual es realmente complicado y una de las
razones por las cuales este AH presenta un inesperado bajo tamafio molecular. A pesar de
estos problemas, buena parte del AH se sigue obteniendo a partir de dichas fuentes
biologicas. Con el fin de preservarlo, en algunos casos se le afiaden aditivos como
glutaraldehido o formalina, los cuales también contribuyen a que se produzca el llamado
“cross-linking” o dicho de otro modo, se facilita el entrelazado de cadenas de AH, con
proteinas o ADN que todavia quedan como impurezas. Estos procesos suponen la
obtencion de preparaciones de alto PM que, presentan trazas animales que podrian llevar a
reacciones alérgicas o a la induccion de citoquinas pro-inflamatorias, entre otros (Rychly y

cols., 2006).

La fabricacion de AH por biotecnologia a través del uso de bacterias que presentan
capsulas de AH, como Streptococcus, esta siendo también muy utilizada actualmente. La
gran ventaja que presenta esta tecnologia frente a la extraccion de AH de tejidos y 6rganos
animales es la incapacidad del sistema inmune humano para discernir entre el AH

bacteriano y el propio, evitando asi la presencia de antigenos y, en consecuencia, las
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posibles reacciones alérgicas. Estos AH presentan PM’s elevados, del orden de MDa. No
obstante, el riesgo de mutacion de las cadenas bacterianas y la posible coproduccion de
diversas toxinas o inmunogenos dificulta la amplia aplicacion del AH obtenido por

fermentacion bacteriana (Mendichi y Schieroni., 2002).

En cuanto a las aplicaciones del AH, son multiples los campos donde su uso se
encuentra ampliamente difundido, dentro de la cosmética el AH es el relleno facial mas

utilizado y esta presente en infinidad de cremas anti-envejecimiento e hidratantes.

Dentro de la cirugia estética, pléastica y reparadora el AH es utilizado para atenuar
defectos faciales, lineas de expresion y arrugas, asi como para aumento de labios.,
asimismo también son empleados implantes mamarios de AH (Brandimarte, 1973; Weigel

y cols., 1986; Oksala y cols., 1993).

Debido a la capacidad viscosuplementadora del AH su uso también se extiende al
campo de la cirugia ortopédica y traumatologia, y en concreto al tratamiento sintomatico de
la artrosis. La osteoartritis o artrosis es una de las enfermedades artriticas mas comunes,
afectando al 10% de la poblaciéon mundial. La aparicion de artrosis es progresiva con la
edad y supone la pérdida de la funcionalidad articular. Se cree que el 50% de las personas
mayores de 65 afios presentan evidencias de artrosis de rodilla y casi el 100% de los

mayores de 75 afios muestran cambios en al menos una articulacion (Schiller y cols., 2003).

Los tratamientos para estas dolencias engloban tanto los no farmacologicos
(rehabilitacion, pérdida de peso, etc.), como las terapias farmacoldgicas de tipo oral
(glucosamina, condroitin sulfato, etc.), de tipo tdpico y de tipo intraarticular (inyeccion

intraarticular de AH).

El liquido sinovial de articulaciones artrdsicas presenta un AH de bajo PM y a bajas
concentraciones, modificandose las propiedades viscoelasticas del liquido, generando dolor

y problemas de funcionalidad de la articulacion.

La inyeccion intraarticular del AH o viscosuplementacion es un tratamiento que se
lleva realizando desde hace casi 40 afios y estd aprobado en muchos paises, incluida la
Union Europea. Al igual que el resto de tratamientos para la artrosis, supone una terapia

paliativa, no curativa, puesto que no se elimina la patologia, pero si se consigue recuperar
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la funcionalidad de la articulacién y se alivia el dolor. A nivel tisular, el efecto terapéutico
de este tratamiento engloba la supresion de la degeneracion del cartilago y la liberacion de
proteoglicanos de la matriz extracelular en el tejido cartilaginoso, la proteccion del
cartilago articular y la normalizacion de las propiedades del liquido sinovial. Asi pues, el
papel fundamental del AH en viscosuplementacion presenta dos aspectos, su efecto
mecanico y lubrificante, y su efecto farmacologico dadas sus propiedades anti-
inflamatorias (inhibe los efectos de los mediadores de inflamacidon) e inmunoreguladoras

(Agerup y cols., 2005; Girish y Kemparaju., 2007).

La regulacion del proceso inflamatorio por parte del AH se ha puesto de relieve en
muchos estudios, observandose una atenuacion de la inflamacién en presencia de AH de
alto PM, mientras que fragmentos de bajo PM ejercen efectos pro-inflamatorios y activan a
las células inmunitarias por su union a receptores, aumentando los niveles de citoquinas y
ERO’s, como anteriormente ha sido definido debido a la union del AH a los diferentes
receptores de membrana (CD 44, RHAMM, hialoaderinas, etc.). Basandose en esta
capacidad de regulacion del proceso inflamatorio el cual es parte fundamental de la
reparacion y cicatrizacion de los tejidos, el AH se utiliza para prevenir la aparicion de
fibrosis epidural tras cirugia a nivel de la columna vertebral ya sea a nivel lumbar, toracico
o lumbar, o tras la realizacion de craneotomia con exposicion del tejido neural cerebral para
el tratamiento de tumores u otras patologias dentro del campo de la neurocirugia
(Robertson y cols., 1999; Hieb y Stevens., 2001; Kato y cols., 2005; Massie y cols., 2005;
Casalino-Matsuda y cols., 2009).
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2.7. YKL 40.

La YKL 40 es una proteina que pertenece a la familia de las glicohidrolasas 18,
también se llama glicoproteina del cartilago humano 39 (HCgp-39), y es liberada por
distintas estirpes celulares como macréfagos, neutréfilos, condrocitos, células endoteliales
y tumorales entre otras. Sus niveles se encuentran elevados en todos los procesos en los que
se produce un elevado recambio celular y/o reacciones inflamatorias. Es un factor de
crecimiento de células del tejido conectivo y células endoteliales, que también actia como
un potente factor de migracion para las células endoteliales, con influencia también en la
reorganizacion y remodelacion de los tejidos, de hay su empleo como biomarcador en
pacientes que sufren tumores, inflamacion o incrementos del remodelado tisular (Roslind y

Johansen., 2009).

No hemos encontrado estudios que relacionen directamente los valores YKL 40 con
los niveles de fibrosis epidural tras cirugia raquidea, pero basandonos en los trabajos en los
que se asocian niveles elevados de YKL 40 con presencia de fibrosis como ocurre en la
fibrosis hepatica causada por hepatitis ya sean de origen virico o toxico, o en otra serie de
patologias con base inflamatoria o en las que existe un importante remodelacion de los
tejidos como el asma bronquial o la osteoartrosis, decidimos determinar los valores de
glicoproteina YKL 40 a nivel de la zona de cicatriz epidural ya que al considerar, que en la
cicatriz o fibrosis epidural se produce una reaccion inflamatoria y “turn-over” celular
aumentado podrian existir niveles locales elevados de YKL 40 y que estos variarian entre
los diferentes grupos de estudio (Coskun y cols., 2007; Letuve y cols., 2008; Schiavon y
cols., 2008; Johansen y cols., 2009; Zivanovic y cols., 2009).
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2.8. METALOPROTEASAS (MMP’s).

El colageno es el componente fundamental de la matriz extracelular, y en la
degradacion de esta matriz estdn implicadas una serie de proteinas. Las metaloproteasas
(MMP’s) son unas proteinas que se encargan de la degradacion de la mayoria de los
componentes de la matriz extracelular, de la misma manera también actiian en la activacion
y procesamiento de la citokinas, factores de crecimiento, factores de migracion celular, en
la exposicion de receptores de membrana, etc. El sistema de la MMP’s lo forman maés de
20 metalo-peptidasas zinc-calcio dependientes que poseen una actividad catalitica sobre los

componentes de la matriz extracelular.

2.8.1. Estructura de las MMP’s.

La familia de enzimas MMP’s, también llamadas matrixinas, comparten una
estructura similar en sus dominios. Todos los enzimas de esta familia poseen en comun los

siguientes elementos:

1. Péptido sefial: es la secuencia guia, responsable de la secrecion de la molécula,

no esta presente en la forma inactiva del enzima.

2. Dominio proteolitico o catalitico: contiene dos iones de zinc y al menos un i6n
de calcio. Uno de los iones de zinc esta presente en el centro activo e implicado en
el proceso catalitico de las MMP’s. El segundo i6n de zinc, también denominado
zinc estructural, y el i6n de calcio, estan presentes en el dominio catalitico a unos
12 A del i6n zinc catalitico. El i6n de zinc catalitico es esencial para la actividad
proteolitica de las MMP’s. Tres residuos de histidina y el zinc catalitico estan
conservados en todas las MMP’s. Menos conocido es el papel del segundo i6n de

zinc y el del i6n de calcio.

3. Dominio propéptido: este dominio consiste en 80-90 aminoacidos que
contienen un residuo de cisteina, el cual interactia con el atomo de zinc del

dominio catalitico a través de un grupo tiol. La proteolisis de este propéptido da
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como resultado la activacion del cimogeno. La activacion puede darse por la

accion de enzimas proteoliticos, agentes mercuriales o el calor.

4. Dominio hemopexina/vitronectina: esta altamente conservado y muestra una
secuencia similar a la proteina plasmatica hemopexina. Se ha demostrado que este
dominio juega un papel funcional en la unién al sustrato y/o en las interacciones

con los inhibidores tisulares de metaloproteasas (TIMP’s).

2.8.2. Substratos y nomenclatura de las MMP’s.

Dependiendo de la especificidad del substrato, la similitud de aminoécidos y los
modulos de secuenciacion identificables, la familia de las MMP’s se puede clasificar en

cinco subclases (Murphy y cols., 1990) (Imagen 23).

1. Colagenasas.

2. Estreptomelisinas.

3. Gelatinasas.

4. Metaloproteasas de tipo membrana (MT- MMP’s).
5. Otras metaloproteasas.

1. Colagenasas.

Fueron las primeras MMP’s que se describieron. Forman parte de esta familia:
MMP-1 (colagenasa 1), MMP-8 (colagenasa 2) y MMP-13 (colagenasa 3). Son las
principales proteinasas secretadas, capaces de degradar colageno nativo de los tipos I, II, III
y V, y parecen jugar un papel crucial en la degradacion de colageno de la matriz

extracelular (MEC) en varias situaciones fisiologicas y patoldgicas (Freije y cols, 1994).

MMP-1: La expresion de MMP-1 “in vivo” se ha observado en areas con un
remodelado rdpido de la matriz extracelular tanto en condiciones fisioldgicas
como patolégicas. La MMP-1 la producen varios tipos celulares como
fibroblastos, queratinocitos, condrocitos, monocitos, macrofagos, células
musculares lisas, células endoteliales, polimorfonucleares, hepatocitos y células

tumorales. Tienen como substrato: colageno I, II, III, VII, VIII, X, gelatina,
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agrecan, serpinas, tenascina y a2-macroglobulina. Puede ser activada por

plasmina, calicreina y MMP-3 (Woessner, 1998).
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catalytic domain

Collagenases MW (kD)

Collagenase-1 (MMP-1) 52/41

Collagenase-2 (MMP-8) 75/65

Collagenase-3 (MMP-13) 65/55

Stromelysins

Stromelysin-1 (MMP-3) 57/45

Stromelysin-2 (MMP-10) 57/45

Metalloelastase (MMP-12) 53/45
22

Matrilysin (MMP-7) 28/19

Gelatinases

Gelatinase-A (72 kDa) (MMP-2) 72/67

Gelatinase-B (92 kDa) (MMP-9) 92/84

Membrane-type MMPs

MT1-MMP (MMP-14) 66

MT2-MMP (MMP-15)

MT3-MMP (MMP-16)

MT4-MMP (MMP-17)

Other MMPs

Stromelysin-3 (MMP-11) 55/28

MMP-19 57

Enamelvsin (MMP-20)

Imagen 23. Estructura de las MMP’s (Westermarck y Kdhési, 1999).
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MMP-8: La sintetizan los leucocitos polimorfonucleares, que la liberan de los
granulos secretores bajo diversos estimulos, condrocitos, fibroblastos sinoviales y
células endoteliales. Degrada los colagenos tipo I, 11, III, VII, VIII y X; también
puede actuar sobre agrecan, elastina, fibronectina, gelatina, a2-antiplasmina y al-
antitrombina (al-AT). Puede ser activada por plasmina, MMP-3 y 10
(Hanemaaijer y cols., 1997).

MMP-13: Fue clonada originalmente de tejido de carcinomas de mama,
comparada con otras colagenasas su especificidad del sustrato es
excepcionalmente amplia incluyendo fibras de colageno de los tipos I, 11, III y XI,
membrana basal y colageno de cartilago de los tipos IV y X, colageno tipo IX,
gelatina, laminina, tenascina, agrecan, fibronectina y PAI-2. La expresion de esta
MMP estd limitada sin embargo a situaciones en las que se requiere una
remodelacion rapida y efectiva del colageno de la matriz extracelular por ejemplo
en el desarrollo de médula fetal y en la remodelacion post natal de esta. También
se expresa en lugares con una excesiva degradacion del colageno de la matriz
extracelular como en el cartilago osteoartritico, en tulceras crénicas cutaneas,
ulceras intestinales, en liquido sinovial en pacientes con artritis reumatoide y en
periodontitis, asi como en tumores malignos como los carcinomas de mama.
Puede ser activada por plasmina, MMP-2, 3 y 14 (Uitto y cols., 1998; Uria y cols.,
1998; Johansson y cols., 2000).

2. Estreptomelisinas.

Dentro de este grupo de MMP’s encontramos la MMP-3 (estreptomelisina 1), la
MMP-10 (estreptomelisina 2) y la MMP-11 (estreptomelisina 3). Tanto la MMP-3 como la
MMP-10 son expresadas por fibroblastos y por células escamosas de la piel normales y
transformadas. Pueden ser activadas por plasmina, calicreina, triptasa, elastasa y catepsina

G (Saarialho-Kere, 1998).

MMP-3: Se expresa en células endoteliales, condrocitos, células tumorales,
queratinocitos, macrofagos, fibroblastos y células musculares lisas. Degrada
colageno tipo II, III, IV, IX, X y XI y ademas agrecan, elastina, fibronectina,

gelatina, laminina, MMP-7, MMP-2 y MMP-9.
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MMP-10: Degrada agrecan, elastina, fibronectina, gelatina, laminina, MMP-1 y
MMP-8.

MMP-11: Se clono inicialmente a partir de tejido de carcinoma de mama, se
libera en forma tanto activa como inactiva. Su substrato son serpinas, degrada a-1-
antitripsina, gelatina, fibronectina y proteoglicanos. Se ha visto que est4 implicada
en la progresion de tumores malignos y su expresion se ha detectado también en
lesiones arteriosclerdticas humanas. En su regulacion parece estar implicado el
CD40-CD40L. Puede ser activada por convertasas parecidas a la furina

(Schonbeck y cols., 1999).

3. Gelatinasas.

A este grupo pertenecen la MMP-2 (gelatinasa A) y la MMP-9 (gelatinasa B).

MMP-2: Se expresa en células endoteliales, condrocitos, polimorfonucleares,
células tumorales, monocitos y macrofagos, fibroblastos, mastocitos y células
musculares lisas. Los substratos de la MMP-2 son coldgeno de los tipos I, 11, III,
IV, V, VII, X, XI y XIV, gelatina, elastina, fibronectina, laminina-1, laminina-5,
galectina-3, agrecdn, decorin, hialuridasa-versican, proteinas unidas a
proteoglicanos, osteonectina, GST-TNF/TNF péptido, IL-1B, al-AT, MMP-1,
MMP-9 y MMP-13. Puede ser activada por MMP-1, 7, 14, 15, 16, 24, 25 y
trombina (Heppner y cols., 1996).

MMP-9: Se produce en queratinocitos, monocitos, macrofagos alveolares,
leucocitos polimorfonucleares, células musculares lisas, macrofagos, fibroblastos
y una gran variedad de células tumorales. La MMP-9 actlia sobre coldgeno tipo
IV, V, VII, X y X1V, gelatina, elastina, gectina-3, agrecan, hialuronidasa-versican,
proteoglicanos unidos a proteinas, fibronectina, entactina, osteonectina, al-AT,
MBP, IL-1B y plasminogeno. Puede ser activada por plasmina, elastasa, MMP-2,
3y 13. La expresion de MMP-9 en condiciones normales es baja, pero es inducida
en caso de una elevada remodelacioén celular como ocurre durante el desarrollo
embrionario, cicatrizaciéon o invasion tumoral (Pellikainen y cols., 2004; Patel y

cols., 2005; Turpeenniemi-Hujane, 2005).
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4. Metaloproteasas de tipo membrana (MT- MMP’s).

El primer miembro de esta familia fue clonado a partir de células de cancer de
pulmén. Los miembros descritos son: MMP-14 (MT1-MMP), MMP-15 (MT2- MMP),
MMP-16 (MT3-MMP), MMP-17 (MT4-MMP), MMP-24 (MT5-MMP) y MMP-25 (MT6-
MMP) (Sato y cols., 1994).

MMP-14, MMP-15, MMP-16: La forma activa de la MMP-14 actia como
receptor de membrana para el complejo formado por la forma latente de la MMP-
2 y TIMP-2. MMP-14 y MMP-15 pueden activar a la pro-MMP-2 en la superficie
celular, ademés ambas pueden degradar colageno de tipo I, II y III, gelatina,
fibronectina, laminina, vitronectina y agrecan. La MMP-14 in vivo se expresa en
fibroblastos del estroma adyacentes al tumor y en células epiteliales malignas. Se
ha demostrado la expresion de la MMP-14 por células musculares lisas y
macrofagos en placas_arterioscleroticas, ademas de estar regulada su expresion por
moléculas inflamatorias en ambos tipos celulares. El papel funcional de MT-1, 2,
3 y 5 es comun y parece ser la activacion de la pro-MMP-2. Puede ser activada

por convertasas (Rajavashisth y cols., 1999; Gilles y cols., 2001).

MMP-17: Ha sido clonada de una libreria de ¢cDNA procedentes de células de
carcinoma de mama, ademds de encontrarse en estas células se ha visto que se
expresa en pulmon, colon, ovario y tejido testicular asi como en leucocitos. Su
substrato parece ser gelatina. Es capaz de activar a la pro-MMP-2 a su forma
intermedia de 68 kDa. Se inhibe con TIMP-1 y TIMP-2. Es la unica proteinasa
que se ancla a la membrana por una cola de glicosil fosfatidin inositol por tanto la
parte hidrofobica se ancla en el lumen del reticulo endoplasmatico al igual que el
receptor de la uroquinasa (UPAR). Puede ser activada por convertasas (Puente y

cols., 1996).

MMP-24: Activa la pro-MMP-2. En contraste con las demas MT-MMP puede
solubilizarse o presentarse unida a la pared celular, dindole versatilidad y jugando
un papel importante en la remodelacion a nivel cerebral y durante el desarrollo

embrionario. Puede ser activada por convertasas (Pei, 1999).
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MMP-25: La MT6-MMP se ha identificado especificamente en leucocitos de
sangre periférica. También llamada leucolisina. Su papel parece estar en la
respuesta inflamatoria y su activacion parece ser intracelular. Puede ser activada

por convertasas.

5. Otras_metaloproteasas.

Hay un grupo de MMP’s que no pueden incluirse en la clasificacion anterior. En
este grupo se incluyen las siguientes MMP’s: MMP-7 (matrilisina), MMP-12
(metaloelastasa de macrofagos), MMP-19 (RASI-1), MMP-20 (enamelisina), MMP-23 y

MMP-26 (endometasa humana). Destacamos las mas conocidas:

MMP-7: Esta MMP tiene como sustratos al colageno tipo IV, X, agrecan, elastina,
fibronectina, gelatina, laminina, MMP-1, MMP-2, MMP-9, caseina, al-AT,
plasminoégeno y MMP-9/TIM-1. Juega un papel importante en la invasion de los
carcinomas y la metastasis y parece ademas estar implicada en apoptosis de
células epiteliales. Esta MMP tiene una gran afinidad por los proteoglicanos
heparan sulfato que estan alrededor de las células epiteliales y en la membrana
basal. La unidn de esta metaloproteinasa, ademas de otras, a estos heparan sulfatos
del espacio extracelular puede prevenir la pérdida de enzimas y servir como
reservorio y facilitar la regulacion de sus niveles. Puede ser activada por plasmina

y MMP-3 (Powell y cols., 1999).

MMP-12: Se ha demostrado la presencia de mRNA de esta metaloproteasa en la
media de aneurismas y en enfermedad adrtica oclusiva. Por otra parte se ha
observado un incremento de la expresion de MMP-12 en lesiones arteriales a nivel
de aorta en conejo, concomitante con la generacion de células espumosas.
Degrada elastina, fibronectina, gelatina, laminina y coldgeno tipo IV. Puede

activarse con plasmina (Matsumoto y cols., 1998).
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2.8.3. Activacion de las MMP’s.

Las MMP’s solubles son secretadas al espacio pericelular como enzimas inactivos y
su activacion representa un importante nivel de regulacion. En las formas cimdgenas
secretadas el pro-dominio (N-terminal) se pliega de forma que la cisteina interactia con el
zinc catalitico y actua como escudo del centro catalitico. Esta conformacion se mantiene
gracias a las interacciones tiol entre los residuos de cisteina del prodominio y el atomo de
zinc presente en el centro catalitico de todas las MMP’s. La activacion de los proenzimas

se produce de forma secuencial.

Una activacion parcial puede ocurrir cuando el prodominio es atrapado por otras
proteasas como la plasmina, tripsina, calicreina, triptasa, quimasa y algunas MMP’s o
cuando la unién entre la cisteina y el zinc es interrumpida por componentes no proteoliticos
como agentes reactivos del tiol y desnaturalizantes o por tratamiento con calor. Esta
activacion parcial induce cambios conformacionales que inducen la susceptibilidad del
enzima para la rotura autocatalitica (Nagase y cols., 1997; Van Wart y Birkedal-Hansen.,

1999).

También se han visto nuevos mecanismos de activacion: MT1-MMP tiene la
capacidad de activar la progelatinasa A en la superficie celular. Por otra parte el
descubrimiento de asociaciones progelatinasa-TIMP-MT-MMP afiade complejidad al
proceso de activacion, a bajas concentraciones de inhibidores titulares de metaloproteasas
(TIMP’s) en el complejo parece potenciarse la activacion de la pro-MMP2 y a
concentraciones altas podria inhibirse la actividad de MMP-2 (Sato y cols., 1994; Strongin

y cols., 1995).

2.8.4. Inhibicion de las MMP’s.

La actividad de las MMP’s se regula por su union a los inhibidores tisulares de
metaloproteasas (TIMP’s) como forma de defensa ante los ataques enzimaticos producidos
por las metaloproteasas. Se han caracterizado 4 miembros de la familia llamados: TIMP-1,
TIMP-2, TIMP-3 y TIMP-4. Su estructura consta de dos dominios de pequefio tamafo. El
dominio N-terminal consta de 125 aminoacidos y el C-terminal de 65 aminoécidos. Cada

uno de ellos se estabiliza por tres puentes disulfuro. El dominio N-terminal es capaz una
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vez aislado, de formar una molécula estable con capacidad para inhibir las MMP’s. La
expresion de los TIMP’s en los tejidos también se controla durante la remodelacion y en
condiciones fisiologicas para mantener el balance en el metabolismo de la matriz
extracelular. La rotura de este equilibrio induce un descontrol en el “turnover” de la matriz
(artritis, cancer, enfermedad cardiovascular, nefritis, desordenes neuroldgicos, ulceracion y

fibrosis de tejidos) (Brew y cols., 2000).

El TIMP-1 y el TIMP-2 son capaces de inhibir la actividad de todas las MMP's
conocidas en una union estequiométrica de 1:1 y por tanto juegan un papel importante en

mantener el balance entre la formacion y la degradacion de la matriz extracelular.

El TIMP-3 es el tinico miembro de la familia que se secreta de forma insoluble y se

localiza exclusivamente en la matriz extracelular.

El TIMP-4 parece actuar en el mantenimiento de la homeostasis de la matriz

extracelular.

Los TIMP-2 y 3 son inhibidores efectivos de las metaloproteasas de tipo membrana
(MT-MMP’s). Otro inhibidor de las MMP’s es la a2-macroglobulina, su accién es lenta y
no es especifica, es un inhibidor irreversible de proteasas activas incluyendo las MMP’s. Se
cree que el control que ejercen los TIMP’s sobre la actividad de las MMP’s es alrededor de
las células, mientras que la de la a2-macroglobulina tendria una funcién en los fluidos

especialmente en los lugares con inflamacion (Nagase y cols., 1997).

Tras esta descripcion de la estructura de las MMP'’s, sus diferentes grupos y formas
de activacion e inhibicion decidimos centrar el estudio de las MMP’s en un tipo de
colagenasa, la MMP-1, y un tipo de gelatinasa, la MMP-9. Ambas son producidas y
liberadas por fibroblastos, entre otros tipos celulares, y su expresion se encuentra
aumentada en situaciones de un elevado recambio de la matriz extracelular como ocurre en
el tejido reparativo cicatricial y en determinado tipo de tumores. En nuestro estudio este
tejido cicatricial rico en fibroblastos se encontraria en la zona de la cicatriz quirdrgica tanto
a nivel cutaneo, muscular y en la zona del espacio epidural, lugar este ultimo donde
realizamos la medicion de los niveles de MMP-1 y 9 (Wilson y cols; 2002; Impola y cols;

2004; Meneses y cols., 2005; Wu y cols., 2008).
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Del mismo modo, al estudiar a dos tipos de MMP’s diferentes, colagenasa (MMP-
1) y gelatinasa (MMP-9), intentamos encontrar diferencias entre los distintos grupos de
metaloproteasas que pudieran influir en la produccion del tejido fibroso que aparece en la

fibrosis epidural.
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2.9. EL CONEJO COMO MODELO

EXPERIMENTAL.

En el estudio de la fibrosis epidural varios ha sido los animales utilizados como

modelo experimental. Los animales mas ampliamente utilizados han sido conejos y ratas

pero también se han empleado perros. (Abitbol y cols., 1994; Gerszten y cols., 2000;
Massie y cols., 2005; Herculano y cols., 2006; Liu y cols., 2006; Tatsui y cols., 2006;

Temel y cols., 2006; Sandoval y Hernandez-Vaquero., 2008; Sun y cols., 2008; Kurt y

cols., 2009).

En nuestro estudio decidimos emplear el conejo como modelo experimental por las

siguientes razones:

1.

La primera de ellas, la facilidad de manejo al tratarse de un animal de
pequefias dimensiones y del que existe una amplia experiencia en su

manipulacion y cuidado.

En segundo lugar al realizar una revision bibliografica previa, son varios
los trabajos en los que se utilizaba como animal de experimentacion para

el estudio de la fibrosis epidural al conejo.

En tercer lugar si realizamos un analisis de anatomia comparada entre el
humano y el conejo podemos encontrar similitudes morfologicas en el
segmento lumbar, aunque en el conejo dicho segmento lo constituyen siete
vértebras lumbares y en el humano cinco, las semejanzas anatomicas son
evidentes por la presencia de numerosas apofisis para la insercion de las
estructuras musculares, un disco intervertebral y un canal vertebral
englobado por los pediculos vertebrales y laminas como ocurre en el

humano (Imagenes 24, 25 y 26).



Imagen 26. Corte axial de la columna lumbar del conejo.
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3. OBJETIVOS.
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Los objetivos principales ya establecidos:

1°. Realizacion de un estudio experimental utilizando como modelo
experimental el conejo, para intentar demostrar desde el punto de vista
anatomo-patoldgico, bioquimico, inmunohistoquimico y de pruebas de
imagen, la posible utilidad del &cido hialurénico como método de

prevencion de la fibrosis epidural.

2°. Comparacion de distintos tipos de acidos hialurénicos de diversos
pesos moleculares en busca de diferencias en la prevencion de la fibrosis

epidural.

3°. Valoracion de las posibles modificaciones a lo largo del tiempo en el

desarrollo de fibrosis epidural presente dentro del canal neural.

Se realizaran mediante los siguientes objetivos especificos:

1.

Buscar diferencias entre el peso de tejido fibroso causante de la fibrosis

entre los distintos tipos de AH y el grupo control.

Determinar mediante estudio de RMN la presencia, ausencia o diferencia
en los niveles de fibrosis epidural tras la realizacion de laminectomias y
posterior deposito de distintos tipos de AH a nivel lumbar en el animal de

experimentacion en comparacién con un grupo control.

Comprobar, utilizando las imagenes de RMN, la existencia de variaciones
en la presencia de fibrosis epidural a lo largo del tiempo en los distintos

grupos de estudio.

Medicion de los niveles de los productos de degradacion del tejido fibroso,
en concreto de la hidroxiprolina, como un marcador indirecto de la

magnitud de la fibrosis intracanal.
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5. Cuantificacion mediante el estudio anatomo-patolégico de las muestras de
fibrosis, de diferencias en cuanto al niumero de fibroblastos entre los

distintos grupos.

6. Analisis de los niveles de marcadores inflamatorios como la YKL 40 dado

el origen inflamatorio de la fibrosis epidural.

7. Estudiar los niveles de marcadores de fibrosis como pueden ser la MMP-1

y MMP-9.



4. MATERIAL Y

METODOS.
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4.1. ANIMALES DE EXPERIMENTACION.

Para comprobar la hipotesis de que el AH disminuye la produccién de tejido fibroso
peridural realizamos un ensayo experimental utilizando como animal de estudio el conejo
blanco de Nueva Zelanda, de aproximadamente dos kilogramos de peso y estabulados en el
animalario de la Universidad de Leon (ULE), a los que intervenimos quirtirgicamente

mediante una laminectomia parcial bilateral a nivel de la columna lumbosacra.

Los conejos se dividen en cuatro grupos de experimentacion, solicitando
previamente la oportuna autorizacion del comité de Etica de la Universidad de Leon (ULE)
para este tipo de estudios. En el primero grupo, tras ser realizada la cirugia, se procede al
cierre quirurgico de la herida por planos (grupo control); en los otros grupos previamente al
cierre de la herida y sobre la region dural, expuesta mediante la laminectomia, colocamos

de manera aleatoria uno de los 3 tipos de AH a estudio.

Establecimiento de grupos experimentales y administracion de AH:

El primero de los grupos es el denominado grupo control, formado por siete conejos
a los que se realiz6 laminectomia parcial bilateral entre la séptima vértebra lumbar (L7) y la
primera vértebra sacra (S1) con posterior cierre de la herida quirGrgica por planos,
mediante la técnica habitual con puntos de aproximacion de la musculatura lumbosacra y

cierre de la fascia muscular, tejido celular subcutaneo y piel.

El segundo grupo lo forman seis conejos a los que se les realizd la misma técnica
quirargica pero previamente al cierre de la zona quirurgica se interpuso 0,5 ml de AH
Adant® (TEDEC, SPAIN); (AH de peso molecular alrededor de 1.000.000 Da) sobre la

zona dural expuesta.

El tercer grupo lo constituyen siete conejos intervenidos segun la técnica quirurgica
habitual colocando en este caso sobre la zona epidural 0,5 ml de AH Durolane®
(SIMTH&NEPHEW, USA); (AH estabilizado mediante tecnologia NASHA®; que se

comporta como un AH de alto peso molecular en cuanto a sus propiedades como
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viscosuplementador, pero que resulta de un peso molecular aparente determinado por

estudio de HPLC superior a 1.000.000 Da).

El cuarto grupo lo forman cinco conejos, en los que se depositdé 0,5 ml de AH
Hyalgan® (BIOIBERICA, SPAIN); (AH de peso molecular de 600.000 Da) en la zona de

la laminectomia y se procedio al cierre posterior de la herida quirargica.
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4.2. CARACTERISTICAS DE LOS ACIDOS

HIALURONICOS ESTUDIADOS.

Estos tres AH poseen una serie de caracteristicas diferenciales en cuanto a su

origen, peso molecular y estabilidad. En cuanto a su origen Adant® y Durolane® son AH

obtenidos por biofermentacién, mientras que Hyalgan® procede de cresta de gallo. Los

pesos moleculares también hacen diferentes a estos AH: Adant® presenta un peso

molecular de 900-1000 kDa, Durolane® también presenta un elevado peso molecular (peso

molecular aparente superior a los 1000 kDa), siendo Hyalgan® el que presenta un menor

peso molecular de los tres, situdandose entre 500-730 kDa. Por ultimo Durolane® es el

unico de estos tres AH que se encuentra estabilizado (Tabla 1).

Acido Tipo. Cross-linked. Origen. Peso molecular.
Hialuronico kDa
Adant® Hialuronato NO biofermentacion 900-1.000
sodico
Durolane® NASHA Sl biofermentacién Alto peso
molecular
Go-On® Hialuronato NO biofermentacion 800-1.500
sodico
Hyalgan® Hialuronato NO Cresta de gallo 500-730
sodico
Ostenil® Hialuronato NO biofermentacion 1.200
sodico
Suplasyn® Hialuronato NO biofermentacion 500-800
sodico
Synocrom® Hialuronato NO biofermentacion 1.600
sodico
Synvisc® Hylan SI Cresta de gallo 6.000-7.000

Tabla 1. Tipos de acidos hialurénicos y principales diferencias entre ellos (Prieto y cols.,

2005).
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4.3. TECNICA QUIRURGICA.

Los conejos estabulados en el animalario de la Universidad de Leon (ULE) se les
someten, previamente a la cirugia, a un periodo de ayuno de 24 horas permitiéndose la

ingesta de liquidos.

Treinta minutos antes de la intervencion se realiza una premedicacion anestésica de
los animales mediante una inyeccion intramuscular de Acepromacina (0,5 mg/Kg) mas
Butorfenol (1mg/Kg) con el fin de tranquilizarlos; una vez conseguido se procede a la
venopuncion de una de las venas marginales de la oreja del conejo, colocandose un sistema

de sueroterapia con suero glucosalino al 0,9% en ritmo lento de infusion.

Para anestesiar al conejo inyectamos una dosis intramuscular de Ketamina 15
mg/Kg y se mantiene la anestesia mediante Isoflorano al 2% (Sistema semiabierto sin
absorbente de CO, tipo T-AYRE y vaporizador de Isoflorano MDS-Matrix. Medical Inc.

Driger®) durante todo el tiempo quirargico (Imagen 27).

Imagen 27. Anestesia del conejo y preparacion de la zona quirtrgica.
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Se coloca el conejo en posicion de decubito ventral con flexion de las extremidades
posteriores, con el fin de aumentar la lordosis lumbar, incrementdndose asi la distancia

entre las apofisis espinosas y las laminas con el fin de facilitar la cirugia.

Se prepara el campo quirtirgico mediante rasurado de la zona a intervenir y se
identifica el nivel de la cirugia mediante control radioscopico con aparato de Rayos X
moévil (EOC Fluorostar 7900 compact General Electric®). Una vez identificado el nivel
quirargico que corresponde al espacio discal entre la séptima vértebra lumbar (L7) y la
primera vértebra sacra (S1), se procede a la desinfeccion de la piel realizando tincion de la

misma con povidona iodada.

Seguidamente comenzamos la cirugia mediante una incision cutdnea desde la
apofisis espinosa de la sexta vértebra lumbar a la zona sacra superior, tras diseccion de la
piel y tejido celular subcutaneo, se identifica por palpacion el espacio entre las apofisis
espinosas de la séptima vértebra lumbar (L7) y de la primera vértebra sacra. Se procede a
diseccion subperiostica a ambos lados del ligamento interespinoso desinsertando toda la
musculatura paraespinal derecha e izquierda por disecciéon roma hasta exponer el plano
6seo que corresponde a las laminas izquierda y derecha de la séptima vértebra lumbar y su

apofisis espinosa, y la zona dorsal y superior del sacro (Rodgers y cols., 2003).

Se reseca el ligamento supraespinoso entre la séptima vértebra lumbar y el sacro
con lo que quedan claramente expuestas las ldminas de la séptima vértebra lumbar y el

ligamento amarillo que une las laminas de L7 con el sacro.

Mediante bisturi se realiza una pequena incisiéon a nivel del ligamento amarillo
hasta que nos permite la introduccion de un laminotomo de Kerrison (ronger) de Imm, con
el que vamos retirando todo el ligamento amarillo entre la séptima vértebra lumbar y el
sacro, exponiéndose justo debajo del mismo el saco medular. Una vez eliminado todo el
ligamento amarillo y continuando con el laminotomo de Kerrison extirpamos la parte mas
inferior de la ldmina derecha e izquierda de la séptima vértebra lumbar, con el fin de

ampliar la zona de exposicion del saco medular (Imagenes 28 y 29).



73

Imagen 29. Zona de laminectomia y exposicion del saco dural.

Una vez retirado todo el ligamento amarillo y parte de las ldminas de manera
bilateral conseguimos una superficie mas o menos cuadrangular de unos 0,7 x 0,7 cm en la

que queda expuesto todo el saco medular.

Si el conejo pertenece al grupo control, tras la exposicion del saco medular, se

procede al cierre de la herida quirirgica mediante puntos de aproximacion de la
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musculatura paravertebral derecha e izquierda y reinsercion de la misma al ligamento
supraespinoso restante. Se realiza también cierre del tejido subcutaneo mediante sutura

discontinua reabsorbible y del plano cutdineo mediante puntos discontinuos de seda.

Cuando la cirugia se realiza sobre uno de los conejos que pertenecen a alguno de los
grupos de AH, el cierre de la herida quirtrgica se realiza de la misma manera que en los
casos controles pero previamente al cierre, y de manera aleatorizada, se procede a

depositar 0,5 ml del AH objeto de estudio (Adant®, Durolane® o Hyalgan®).

Tras cerrar la piel y antes de despertar al conejo se impregna la herida quirtrgica
con povidona iodada. Posteriormente y tras un periodo de reanimacioén postanestésica se

devuelve al conejo a su jaula del animalario.

En el periodo de despertar anestésico se inyectan una dosis intramuscular de
analgésico (Carprofeno 4 mg/Kg/SC/24 h) y antibidtico (Enrofloxacina 5-10 mg/Kg/SC/24
h). Estas dosis analgésica y antibiotica se repiten una vez cada 24 horas durante 5 dias para
evitar la aparicion de procesos infecciosos y proporcionar analgesia a los conejos

intervenidos. Los puntos de sutura cutdnea son retirados a los 7-10 dias de la cirugia.

Unicamente existi6 un caso de lesion medular, que se produjo al realizar la
laminectomia, tras la cual el conejo, que pertenecia al grupo control, sufrid una paresia de
la extremidad inferior derecha, no reversible durante el periodo de evolucion, pero que no

obligo a retirar al conejo de su grupo de estudio.

Completada la cirugia se procede a la estabulacion de los conejos en el animalario
de la ULE durante un periodo de seis semanas siguiendo el protocolo de cuidado habitual

de estos animales y las normas de la Universidad de Leon y SECAL (BOE 252; 2005).

Un dia antes de que se cumplan las seis semanas tras la cirugia, se mantiene al

conejo con dieta liquida en prevision de la nueva anestesia que se realizard al dia siguiente.

Al cumplirse las seis semanas de la cirugia se procede a la realizacion de la primera

RMN de control (RMN inicial).
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Una vez completada esta primera RMN vy tras el periodo de reanimacion
postanestésica, se devuelve al conejo a la estabulacion en el animalario durante seis

semanas mas.

Transcurridas doce semanas desde la cirugia realizamos una segunda RMN de cada

conejo (RMN final).

Acabada esta segunda RMN se procede a la eutanasia al conejo mediante la
administracion intravenosa de solucion eutanasica compuesta de Embutramida, mebezonio
ioduro y tetracaina clorhidrato (T-61®) a dosis de 0,3 ml/Kg de peso segin las normas

SECAL.

Tras la eutanasia, el conejo se coloca en la misma posicion en que se realizé la
cirugia y tras rasurar la zona quirirgica se practica una nueva incision cutanea mas amplia
sobre la cicatriz previa y se realiza la diseccion subperidstica de toda la musculatura
paravertebral de la sexta y séptima vértebra lumbar y de la primera sacra, respetando el

tejido cicatricial central existente.

Se procede a la exéresis en bloque de la columna vertebral comprendida entre el
disco intervertebral L6-L7, el cuerpo de la séptima vértebra lumbar, el espacio interdiscal

L7-S1 y la parte mas superior del sacro.

Una vez que tenemos el bloque se realiza una seccion del mismo, mediante bisturi,
a la altura del disco intervertebral L7-S1 (a nivel ventral) y la zona quirargica (a nivel
dorsal), de esta forma el bloque queda dividido en 2 segmentos, el superior que su parte
mas distal incluye parte de la zona quirurgica y el bloque inferior que su parte proximal

también incluye parte de la zona quirtrgica (Imagen 30).
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Imagen 30. Imagen de la columna vertebral del conejo con seccién a nivel del disco
intervertebral dividiendo la zona quirtirgica en dos segmentos uno superior y otro

inferior.

El segmento superior del bloque se introduce en formol para su posterior estudio
histologico, y el inferior se congela a —80° C para el estudio del peso de fibrosis intracanal,

niveles de hidroxiprolina, YKL 40 y MMP-1y 9.
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4.4. DETERMINACION DEL PESO DEL TEJIDO
FIBROSO DENTRO DEL CANAL NEURAL.

Las muestras para el estudio del peso de tejido fibroso, YKL 40, MMP's 1 y 9 e
hidroxiprolina se descongelaron previamente, y mediante diseccion en la zona quirdrgica
con bisturi, se separ6 el tejido cicatricial que se encontraba dentro del canal vertebral del
tejido neural, para aislar asi el tejido a estudiar. Dicho tejido fibroso fue pesado en los

distintos grupos con el fin de encontrar diferencias en la cantidad del mismo.
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4.5. DETERMINACION DE LA FIBROSIS
EPIDURAL MEDIANTE RESONANCIA
MAGNETICA NUCLEAR (RMN).

En el presente trabajo hemos realizado un estudio mediante RMN de la columna
lumbar del conejo intervenido, para poder identificar en primer lugar si existia fibrosis
dentro del canal neural y en segundo lugar si se producian variaciones de la cantidad de la
misma a lo largo del tiempo, para ello hemos realizado dos pruebas de RMN a cada conejo
intervenido; la primera al mes y medio de la cirugia (RMN inicial) y la segunda a los tres

meses de la misma (RMN final).

El estudio de RMN se realizo de la siguiente manera: los conejos un dia antes de la
misma se mantienen en dieta liquida como preparacion previa a la anestesia que sera
necesaria. Una vez sedados y manteniendo la anestesia de la misma manera que en el acto
quirurgico se colocan en decubito supino dentro del aparato de resonancia (GE Medical
Systems Signa Profile 0.2 T®) ubicado en el 4rea de Cirugia de la Facultad de Veterinaria

de la Universidad de Leén.

Una vez posicionado el conejo de manera adecuada, se realiza la RMN. La primera
serie nos sirve como localizador sagital y una segunda serie como localizador coronal, con
estas dos series iniciales identificamos la columna lumbosacra del conejo y la zona
quirurgica. Una vez identificado el nivel de la cirugia se procede a realizar cortes axiales
(de Imm de espesor) de la zona quirtrgica tanto en secuencia T1 y T2. Después de estos
primeros cortes axiales sin contraste, procedemos a la inyeccion intravenosa de contraste
radiologico compuesto de gadopentetato de dimeglumina (Magnevist®, BAYER) a dosis
de 0,1 ml/Kg de peso del conejo; el cual tras su difusion por todo el arbol vascular se
depositara en mayor medida en aquellas zonas con un elevado aporte vascular como ocurre
con el tejido fibroso. Gracias a este deposito de gadolinio en los tejidos fibrosos podemos
realizar el diagnostico diferencial entre una recidiva herniaria, en el que no se depositara

gadolinio debido a su estructura avascular, ocurriendo lo contrario en el tejido fibroso.
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Tras esperar un minuto después de la inyeccion del gadolinio para permitir la
difusion del contraste por todo el organismo, se realiza una nueva serie de cortes axiales en
T1 y T2 para intentar identificar la posible presencia y extension de la fibrosis epidural en

la zona quirurgica (Imagenes 31 y 32).

Para establecer el estudio de las imagenes de RMN e intentar identificar diferencias
entre los distintos grupos de estudio y el grupo control, se realiz6 un andlisis detallado de

las mismas.
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Imagen 32. Imagen de RMN. Localizador coronal.

En las imagenes obtenidas en los cortes coronales en T1 y T2 con y sin contraste
del area intervenida, dividimos el canal vertebral lumbar en 6 segmentos, para crear estos 6
segmentos trazamos un primera linea horizontal (linea continua) que divide el canal en dos
segmentos, uno anterior y otro posterior; seguidamente trazamos dos nuevas lineas oblicuas
en direccion anteroposterior (linea de puntos y linea de puntos y rayas) que se entrecruzan
entre si y con la linea central, de esta forma queda dividido el canal vertebral en 6
segmentos: anterior derecho, anterior central, anterior izquierdo, posterior izquierdo,
posterior central y posterior derecho, que supone una modificacion sobre lo realizado por

Ross y cols., en 1998 (Ross y cols., 1996; 1998, Llado y cols., 1999) (Imagen 33).
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Imagen 33. Imagen de RMN. Corte axial. Division del canal neural en 6

segmentos.

Para identificar la presencia de fibrosis epidural, y poder cuantificar el grado de la
misma, asignamos la puntuacion de 1, 2, 3, 4, 5 6 6 en funcién de que la fibrosis epidural

estuviera ocupando 1, 2 6 mas de los segmentos en los hemos dividido el canal lumbar.

El estudio de las iméagenes se realizd en dos momentos: el primero de ellos al mes y
medio de la cirugia y el segundo a los tres meses de la misma y previo a la realizacion de la
eutanasia del conejo. Al realizar este estudio de las imagenes de RMN en dos momentos
pretendiamos identificar diferencias en la presencia de fibrosis entre los distintos grupos de
estudio y el grupo control y si se producian modificaciones en la presencia o extension de

la fibrosis epidural a lo largo del tiempo dentro de los distintos grupos.
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4.6. DETERMINACION DE LOS NIVELES DE
HIDROXIPROLINA MEDIANTE HPLC.

Dada la composicion del tejido fibroso, fundamentalmente coldgeno, medimos la
cantidad del mismo dentro del canal neural en aquellos lugares donde habiamos realizado
la laminectomia, pero debido a la dificultad para determinar de manera directa la cantidad
de coladgeno dentro del canal, se realizdo un analisis indirecto de su cantidad mediante el
estudio y medicion de los niveles de sus productos de degradacion, en este caso la
determinacion de los niveles de hidroxiprolina dentro del tejido fibroso mediante HPLC
(High Performance Liquid Chromatography) y determinar la existencia de diferencias entre
los niveles de este metabolito de degradacion del colageno entre los distintos grupos de
estudio (Woessner y cols., 1967; Abitbol y cols., 1994; Akeson y cols., 2005; Massie y
cols., 2005).

4.6.1. Protocolo de degradacion del tejido.

Se pesa el tejido fibrotico tomado de la zona quirurgica y se homogenizan 5 mg de
tejido con un Potter en 500 pl de HCI 6N. Se toman 400 pl del homogenizado y se coloca
en un tubo de vidrio con tapa, en el que se afaden 3600 ul de HCl 6N, y 100 ul de

Sarcosina 2mM como estandar interno.

Se cierran los tubos y se incuban 18 horas a 110°C en un Termoblock, tras lo cual
los tubos se colocan a temperatura ambiente para enfriar, y se afiaden 4 ml de NaOH 6N a
cada tubo para neutralizar el acido. Se agita con vortex durante unos segundos y se deja
enfriar, tras lo que se ajusta a pH 9,5+0,5 con NaOH 6N. Se toman 2 alicuotas de 900 ul de

cada muestra y se mantienen a 4°C hasta la derivatizacion (Hutson y cols., 2003).

4.6.2. Soluciones de derivatizacion.

Para llevar a cabo el proceso de derivatizacion se requieren las siguientes
soluciones:
1. Buffer borato:

- 0,7M de &cido borico en agua destilada.



83

- Agua MilliQ.
- Se ajusta a pH 9,5 con una solucion acuosa de NaOH.

- Llevar a 50 ml con agua MilliQ.

2. Soluciéon OPA:
- 250 mg de o-phtalaldehido.
- 130 pl de B-mercaptoetanol.

- 5 ml de acetonitrilo.

3. Reactivo de iodoacetamida:
- 700 mg de iodoacetamida.

- 5 ml de acetonitrilo.

4. Reactivo FMOC:
- 5 mM de FMOC (9-fluorenilmetilcloroformato).
- 10 ml de acetona.

5. Eter etilico.

4.6.3. Reaccion de derivatizacion.

A la alicuota de 900 pl de la reaccion de degradacion del tejido se le van afiadiendo
los 200 pl de buffer borato, 100 pl de la solucion OPA, 100 pl de reactivo de
iodoacetamida y 300 pl de reactivo de FMOC, agitando en un vortex durante 10 segundos

y dejando 1 minuto de reposo tras la adicion de cada una de las soluciones.

Finalmente se afiaden 2 ml de éter etilico, y se agita fuertemente durante 30
segundos para lavar los contenidos del vial, se deja separar las fases y se retira la fase
organica, y se repite nuevamente el lavado con éter y se recoge finalmente la fase acuosa

para inyectarla en el HPLC.
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4.6.4. Analisis por HPLC.

Para el analisis cromatografico se empled un sistema de cromatografia liquida de

alta eficacia de Waters® (Waters Corporation, Milford, MA; USA) compuesto por:

- Bomba de doble piston “Waters 600E”.
- Inyector automatico “Waters 717
- Detector de fluorescencia “Waters 474”.

- Registrador-Integrador con software “Waters Empower”.

La fase estacionaria fue una columna Sunfire™ con relleno CI18 y 5 pm de
diametro de particula y unas dimensiones de 250 x 4,6 mm (Waters Corporation, Milford,
MA;USA), y la fase movil utilizada en la determinacion estuvo compuesta por una mezcla

en relacion (65/35) de los siguientes elementos:
- Componente A: Acido acético glacial al 3% de tamponado con acetato sodico
apH4,3.

- Componente B: Acetonitrilo.

Todos los solventes empleados para el andlisis cromatografico fueron de grado

HPLC.

Se utiliz6 un flujo de 1 ml/min, con un tiempo total de cromatograma de 33 minutos

y la temperatura de analisis de 25°C.

La deteccion de la fluorescencia se realizé a una longitud de onda de excitacion de

265 nm y no se empleo filtro de emision.

Los tiempos de retencion de los distintos componentes fueron:

- L-Hidroxiprolina...................cooeen. 6,8 minutos.
- D-Hidroxiprolina........................ooae . 9,1 minutos.
- SaArCOSINA. .ot 16,5 minutos.

SProlina.....oooii 22,9 minutos.
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4.6.5. Cuantificacion de las muestras.

La valoracion de los analitos se realizd sobre soluciones patron de los compuestos
L-hidroxiprolina, D-hidroxiprolina y Prolina a concentraciones crecientes en una matriz,
sometidas a los mismos procesos de derivatizacion que las muestras. Mediante regresion
lineal de la representacion grafica de las concentraciones respecto a las areas de los picos
cromatograficos de cada compuesto y el area del Estandar Interno (Sarcosina), se obtienen
las rectas de valoracion para cada uno de los metabolitos en estudio y los coeficientes de
correlacion representativos de la linealidad del andlisis. Dichas rectas de calibracion junto
con los coeficientes de correlacion para cada tipo de matriz, son referidas en la tabla a

continuacion (Tabla 2).

COMPUESTO RECTA DE VALORACION COEFICIENTE r?

L-Hidroxiprolina [L-Hyp] (uM) = 10,683 x RATIO - 0,145 0,995

D-hidroxiprolina [D-Hyp] (uM) = 12,745 x RATIO + 0,004 0,999
Prolina [Pro] (uM) = 10,857 x RATIO + 0,068 0,999

Tabla 2. Rectas de valoracion de hidroxiprolina y prolina.

La transformacion isomérica de L-hidroxiprolina en D-hidroxiprolina, se produce
durante la degradacién del cartilago en medios muy acidos, tal y como ha sido descrita con
anterioridad, por tanto en nuestro estudio se determinaron ambos isémeros y se tuvieron en
cuenta a la hora de cuantificar los niveles de hidroxiprolina existentes en el estudio

(Dziewiatkowski y cols., 1972; Hutson y cols., 2003) (Figura 1).
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Figura 1. Cromatograma de la hidroxiprolina.
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4.7. PREPARACION DE LAS MUESTRA
PARA EL ESTUDIO ANATOMO-
PATOLOGICO.

Las muestras para estudio anatomo-patoldgico, que corresponden a la parte superior
del disco intervertebral L7-S1 y al segmento de la laminectomia, se introducen en una
solucion de formalina al 10% para su conservacion. Posteriormente dichas muestras se
depositan en un recipiente con solucidon decalcificante rapida DC3® (Labonord
Templemars, Francia) durante un periodo de 48 horas, esto permite el adecuado
procesamiento posterior de dichas muestras. Trascurridas las 48 horas se procede a realizar
un corte mediante sierra manual de las muestras, y posteriormente se las incluye en
parafina para seguidamente realizar secciones de las mismas de 3 micras y su tinciéon con

hematoxilina-eosina.

El estudio de la fibrosis de cada muestra se determind realizando la cuantificacion
del namero de fibroblastos en 40X campos de magnificacion en la zona de laminectomia
que fue medida individualmente por dos observadores distintos. Esto fue repetido en tres
campos, localizados en la zona media y en los margenes de cada lugar en los que se habia
realizado la laminectomia. La media de los fibroblastos que se encontraban en los tres
campos se recogié en cada uno de los conejos operados (He y cols., 1995; Hinton y cols.,

1995).

El grado de fibrosis se establecio de la siguiente manera (He y cols., 1995):

1. Grado 1: la media de los fibroblastos de los tres campos era menor a 100
fibroblasto 40X.

2. Grado 2: la media de los fibroblastos se encuentra entre los 100 y 150
fibroblastos 40X.

3. Grado 3: la media de los fibroblastos es superior a los 150 fibroblastos.
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4.8. DETERMINACION DE LOS NIVELES DE
YKL 40.

Basandonos en el hecho de que la YKL 40 se asocia a la presencia de fibrosis y que
ella es la causa del dolor postquirirgico en estos pacientes con un mal resultado tras la
cirugia raquidea y bajo la premisa de que los conejos intervenidos no tenian ningun tipo de
patologia asociada a nivel hepatico, pulmonar u osteoarticular generador de fibrosis que
pudiera actuar como factor de confusion, decidimos realizar la determinacion de los niveles
de YKL 40 en los distintos grupos a estudio en busca de diferencias entre los niveles de

YKL 40 de los mismos (Mehta y cols., 2008; Schiavon y cols., 2008).

4.8.1. Homogenizacion del tejido.

Se tomaron 20 mg de tejido fibrotico de cada conejo y se coloco en un tubo con 800
ul de buffer de homogenizacion y se homogeniz6 utilizando un Polytron durante 1 minuto.
El homogenizado se centrifugdé durante 5 minutos a 3000 rpm y el sobrenadante se recogio

y se guard6 a -80°C hasta su utilizacion.

4.8.2. Determinacion de la concentracion de proteinas.

La determinacion de proteinas estd basada en el método de Bradford y se realizé
utilizando un kit METRA™ YKL 40 EIA® (QUIDEL, San Diego, CA, USA), y
empleando los patrones de globulina comercializados junto al kit para la realizacion de la

recta patron.

4.8.3. Determinacion de la proteina YKL 40.

Se realiz6 siguiendo las instrucciones del fabricante del kit como se describe a
continuacion: se atemperaron los pocillos recubiertos con estreptavidina a temperatura

ambiente y se afladieron 20 pl de las muestras, de los estandares y de los controles a los
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distintos pocillos, tras ello se afiadieron 100 ul de Solucion de Captura, que contiene
anticuerpos monoclonales anti-YKL 40 conjugados con biotina a cada pocillo y se incubd

durante 1 hora a temperatura ambiente.

Tras esta incubacion se elimino el liquido de los pocillos y se hicieron cuatro
lavados con 250 ul de tampon de lavado cada vez. Se eliminaron los residuos del tampon
de lavado y se afiadieron 100 pl de enzima conjugada recién reconstituida a cada pocillo y

se incub6 durante 1 hora a temperatura ambiente.

De nuevo se elimino6 el liquido de los pocillos y se hicieron otros 4 lavados, con 250
pl de tampon de lavado cada vez, y se eliminaron los residuos del tampon de lavado. Se
afiadieron 100 pl de la solucidn del sustrato a cada pocillo y se incubaron durante 1 hora a

temperatura ambiente.

Se afiadieron 100 pl de solucion de parado a cada pocillo y se leyo la absorbancia a
405nm con un lector de placas de la casa Bio-Tek® (Instruments, Winooski, VT, USA) en

los 15 minutos siguientes a la adicion de dicha solucion.

Empleando la recta patrén de calibracion, calculada mediante regresion lineal a
partir de los estandares analizados, se calculd a partir de la absorbancia de cada muestra la
concentracion de YKL 40 presente en cada muestra. La cantidad de YKL 40 se relativiza
en funcién de la concentracion de proteinas existentes en el homogenizado, expresandose

finalmente los resultados como ng de YKL 40 por mg de proteina en el homogenizado.
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4.9. DETERMINACION DE LOS NIVELES DE
MMP'S (MMP-1Y MMP-9).

El estudio de las MMP's se centrd en un tipo de colagenasa, la MMP-1, y un tipo de
gelatinasa, la MMP-9. Ambas se producen y liberan por fibroblastos, entre otros tipos
celulares, y su expresion se encuentra aumentada en situaciones de un elevado recambio de
la matriz extracelular como ocurre en el tejido reparativo cicatricial y en determinado tipo
de tumores. En nuestro estudio este tejido cicatricial rico en fibroblastos se encontraria en
la zona de la cicatriz quirdrgica tanto a nivel cutdneo, muscular y en la zona del espacio
epidural, lugar este ultimo donde realizamos la medicion de los niveles de MMP-1y 9 tras

la degradacion del tejido fibrotico.

4.9.1. Degradacidn del tejido fibrético.

Parte del tejido fibrético, que hemos extraido de la zona quirurgica y que va a ser
estudiado, se somete a digestion durante 6 horas a 37°C en un tampon fosfato salino a pH
7,4 y con 0,1 mg/ml de hialuronidasa y 2 mg/ml de colagenasa tipo IIS, empleandose 0,5
ml de tampdn con enzimas por cada 10 mg de tejido fibrotico. Las muestras se centrifugan
5 minutos a 3000 rpm y el sobrenadante se almacena a -80°C hasta su utilizacién para

determinar las metaloproteinasas de matriz por ELISA.

4.9.2. Determinacion de MMP-1y de MMP-9.

La determinacion de estas metaloproteinasas de matriz se realiz6 mediante los kits
Enzolyte Plus 520 MMP-1® y Enzolyte Plus 520 MMP-9® respectivamente (Anaspec, San
Jos¢, CA, USA), siguiendo las instrucciones del fabricante como se describe a
continuacion. Dichos kit estdn disefiados para la deteccion especifica de MMP 1 y 9
activada en muestras biologicas, medios de cultivo, suero, plasma, liquido sinovial y
homogeneizado de tejido. Para la medicion de la sefal de fluorescencia generada se emplea
un lector de placas (Synergy HT, Bio-Tek Instruments, Winooski, VT, USA) (Dean y cols.,
1989; Martel-Pelletier y cols., 1994).



4.9.3. Deteccion de la MMP-1.

4.9.3.1. Preparacién de los estandares para la curva patron:
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Partiendo de la muestra inicial de MMP-1 estandar a (10 pg/ml) y empleando el

buffer de dilucidon suministrado en el kit, se realizdo una dilucion 1:50 para obtener una

solucidn a concentracion 200 ng/ml, a partir de la cual y mediante diluciones seriadas de

1:2, se obtuvieron los estdndares a concentracion (100; 50; 25; 12,5; 6,25 y 3,125 ng/ml)

que se emplearon para realizar la recta patron utilizando el buffer de diluciéon como control

blanco (Figura 2).
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Figura 2. Recta patron para la determinacion de los niveles de MMP-1.

4.9.3.2. Desarrollo del ensayo.

Se afiadieron 100 pl de muestra, MMP-1 estandar y control blanco en los pocillos

que tienen el anticuerpo monoclonal anti-MMP-1 adherido al fondo. Se cubrid el pocillo

con una tira adhesiva para prevenir la evaporacion y se incubd la placa en un agitador de

placas a 50 rpm a temperatura ambiente durante 2 horas. Se elimind el liquido sobrante y se

lavd 4 veces con 200 ul de buffer de lavado cada pocillo, retirando el liquido sobrante al

finalizar los lavados.
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4.9.3.3. Activacion de la pro-MMP-1 por APMA.

Se diluy6 la solucion comercial 100 Mm de APMA (4 acetato aminofenilmercurio)
de la que dispone el kit en el buffer de ensayo a una concentracion final 1 mM, y se
anadieron 100 uL de esta concentracion 1 mM de APMA por pocillo, la placa se cubrid
con una tira adhesiva para prevenir la evaporacion y se incubd la placa a 37°C durante tres
horas. Al final de esta incubacion se lavaron cuatro veces los pocillos con 200 pL de buffer

de lavado.
Se anadieron 100 pL de solucioén de sustrato de MMP-1 en cada pocillo y se dejo

incubar 16 horas a temperatura ambiente en oscuridad y finalmente se midid la sefial

fluorescente con un lector de placas Bio-Tek (Instruments, Winooski, VT, USA).

4.9.4. Deteccion de la MMP-9.

La deteccion de la MMP-9 siguié los mismos pasos que la de MMP-1, realizando
los pasos que describe el fabricante del kit, pero con el empleo de anticuerpos y sustratos
adecuados para la MMP-9 y con un tiempo de activacion por APMA de sélo 1 hora de

incubacion, tal y como indica el fabricante.

Los datos de fluorescencia obtenidas fueron transformados en concentraciones de
MMP-1 o MMP-9 respectivamente, empleando la curva de calibraciéon obtenida con los

patrones y siendo después expresados como ng de la metaloproteinasa por mg de tejido

fibrotico (Figura 3).
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Figura 3. Recta patron para la determinacion de los niveles de MMP-9.
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4.10. ANALISIS ESTADISTICO.

Los datos se expresan como Media + SD. Mediante el empleo del software
STATISTICA for Windows Version 5.5 (2000) (StatSoft, Inc. Tulsa, OK; USA), se
establecid la significacion estadistica de las diferencias existentes entre los grupos de
experimentacion mediante un analisis de varianza de una via (ANOVA) siendo
determinadas las diferencias estadisticas mediante el test de Newman-Keuls

considerandose el valor de p< 0,05 como estadisticamente significativo.

Las comparaciones entre el grupo control con cada grupo tratado con AH se
realizaron mediante un test t de Student para dos muestras independientes, considerando el

valor p<0,05 como estadisticamente significativo.

Los resultados correspondientes del estudio anatomo-patologico y del estudio de
imagenes de resonancia magnética nuclear fueron analizados estadisticamente con métodos
no paramétricos: la prueba de Kruskal-Wallis como anélisis global para probar si un grupo
de datos proviene de la misma poblacion y, la comparacion entre los distintos grupos con

respecto al grupo control, mediante la prueba de la U de Mann-Whitney.
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MUESTRAS DE TEJIDO FIBROSO DENTRO

5.1. RESULTADOS DEL PESO DE LAS

DEL CANAL NEURAL.
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Los pesos del tejido dentro del canal neural obtenidos en los distingos grupos

fueron los siguientes (Tablas 3, 4, 5y 6):

GRUPO CONTROL..
PESO
GRUPO CONEJO TEJ(mg) MEDIA

CONTROL 1 122,20 119,49
CONTROL 2 127,63
CONTROL 3 90,50
CONTROL 4 151,90
CONTROL 5 118,90
CONTROL 6 137,30
CONTROL 7 88

Tabla 3. Peso del tejido fibroso en grupo control.

GRUPO DUROLANE®.

PESO
TEJ
GRUPO CONEJO (mg) MEDIA

DUROLANE 1 97,82 100,87
DUROLANE 2 101,30
DUROLANE 3 127,90
DUROLANE 4 125,40
DUROLANE 5 62,64
DUROLANE 6 123,50
DUROLANE 7 67,55

Tabla 5. Peso del tejido fibroso en grupo

Durolane®.

23,35

)
27,15

GRUPO ADANT®.

PESO

GRUPO CONEJO TEJ(mg) MEDIA SD

ADANT
ADANT
ADANT
ADANT
ADANT
ADANT

1 74,52
2 99,60
3 102,36
4 55,76
5 167,20
6 59,55

93,16

Tabla 4. Peso del tejido fibroso en

grupo Adant®.

GRUPO HYALGAN®.

PESO
TEJ
GRUPO CONEJO (mg) MEDIA

HYALGAN 1 56,08 57,50
HYALGAN 2 58,70
HYALGAN 3 63,26
HYALGAN 4 59
HYALGAN 5 50,50

Tabla 6. Peso del tejido fibroso en

grupo Hyalgan®.

41,19
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Si expresamos estos datos de forma grafica obtenemos la siguiente distribucion de

los resultados de los distintos grupos (Figura 4).
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Figura 4. Representacion grafica del peso del tejido fibroso dentro del canal neural.

(* Diferencias significativas (p<0,05) con el grupo Control segun el test t de Student).

Existen diferencias estadisticamente significativas entre los grupos de
experimentacion mediante un andlisis de varianza de una via (ANOVA) siendo
determinadas las diferencias estadisticas mediante el test de Newman-Keuls

considerandose el valor de p<0,05 como estadisticamente significativo (Anexo Ia).

Al realizar el estudio estadistico mediante un test t de Student para dos muestras
independientes, considerando el valor p<0,05 como estadisticamente significativo,
encontramos diferencias en el peso del tejido fibroso entre el grupo Hyalgan® y el grupo

control® (p=0,007) (Anexo Ib)
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5.2. RESULTADOS DEL ESTUDIO DE LAS
IMAGENES DE RESONANCIA MAGNETICA
NUCLEAR (RMN).

Las imagenes 34, 35, 36, 37 y 38 recogen diferentes estadios del estudio y se
corresponden con cortes axiales a nivel de T1 y de T2 de la zona quirtrgica. En ellas se
observan tanto la ausencia como la presencia de fibrosis intracanal. Asi como la captacion
del contraste (gadolinio) en la zona muscular, en la zona de la laminectomia e interior del

canal neural.

Los resultados de la cuantificacion del estudio de la extension de la fibrosis epidural
realizado en las imdgenes de RMN al mes y medio (RMN inicial) y a los tres meses de la
cirugia (RMN final) con la metodologia correspondiente, descrita en el apartado 4.5 del
capitulo de Material y Métodos, son los siguientes (Tablas 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13 y 14)
(Imagenes 34, 35, 36, 37 y 38):

5.2.1. RESULTADOS DEL ESTUDIO DE RMN EN EL GRUPO CONTROL..

RMN INICIAL. RMN FINAL.
RMN mesy RMN
GRUPO CONEJO medio GRUPO CONEJO FINAL
CONTROL 2 2 CONTROL b )
CONTROL 3 2 CONTROL 3 3
CONTROL 4 0 CONTROL 4 0
CONTROL 5 2 CONTROL 5 |
CONTROL 6 0
CONTROL 6 0
CONTROL 7 1
CONTROL 7 2
Tabla 7. Valores de RMN inicial Tabla 8. Valores de RMN final en el

en el grupo control. grupo control.
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5.2.2. RESULTADOS DEL ESTUDIO DE RMN EN EL GRUPO ADANT®.

El grupo Adant® lo componen 6 conejos y la puntuacion medida en las RMN

iniciales y finales son las siguientes:

RMN INICIAL. RMN FINAL.
RMN mes RMN
GRUPO ~ CONEJO ¥ medio GRUPO  CONEJO FINAL
ADANT 1 1 ADANT 1 3
ADANT 2 1 ADANT 2 1
ADANT 3 0 ADANT 3 0
ADANT 4 1 ADANT 4 0
ADANT > 2 ADANT 5 1
ADANT 6 1 ADANT 6 1
Tabla 9. Valores de RMN inicial Tabla 10. Valores de RMN final
en el grupo Adant®. en el grupo Adant®.

5.2.3. RESULTADOS DEL ESTUDIO DE RMN EN EL GRUPO DUROLANE®.

El grupo Durolane® lo componen 7 conejos y la puntuaciéon medida en las RMN

iniciales y finales son las siguientes:

RMN INICIAL RMN FINAL.
RMN mesy RMN
GRUPO CONEJO medio GRUPO CONEJO FINAL
DUROLANE 1
DUROLANE 1 0 DUROLANE 2
DUROLANE 2 1 DUROLANE 3
DUROLANE 3 0 DUROLANE 4
DUROLANE 4 0 DUROLANE 5
DUROLANE 5 2 DUROLANE 6
DUROLANE 6 1 DUROLANE 7
DUROLANE 7 2
Tabla 11. Valores de RMN inicial Tabla 12. Valores de RMN final en el

grupo Durolane®. grupo Durolane®.
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5.2.4. RESULTADO DEL ESTUDIO DE RMN EN EL GRUPO HYALGAN®.

El grupo Hyalgan® lo componen 5 conejos y la puntuacion medida en las RMN

iniciales y finales son las siguientes:

RMN INICIAL. RMN FINAL.
RMN mes RMN
GRUPO CONEJO y medio GRUPO CONEJO FINAL
HYALGAN 1 0 HYALGAN 1 0
HYALGAN 2 0 HYALGAN 2 1
HYALGAN 3 0 HYALGAN 3 0
HYALGAN 4 1 HYALGAN 4 0
HYALGAN 5 0 HYALGAN 5 0
Tabla 13. Valores de RMN inicial Tabla 14. Valores de RMN final
en el grupo Hyalgan®. en el grupo Hyalgan®.

Imagen 34. Corte axial de RMN en T1 sin contraste. Ausencia

de fibrosis intracanal (grado 0).
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ptacion de fibrosis

L en laCicatriz muscular

2005.12.19
Imagen 35. Corte axial de RMN en T1 con contraste. Captacion de gadolinio en la

zona de cicatriz muscular y ausencia de captacion dentro del canal neural (grado 0).

Zona de fibrosis intracanal

Imagen 36. Corte axial de RMN en T1 sin contraste. Zona quirirgica y presencia

de fibrosis intracanal.
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Zona de fibrosis a nivel muscular
e intracanal

Imagen 37. Corte axial de RMN en TI1 con contraste del mismo conejo
apreciandose la captacion tanto en la zona muscular como en la zona de la

laminectomia e interior del canal neural.



101

Zona de fibrosis nivel
muscular e intracanal.

Imagen 38. Imagen de RMN en T2 con contraste de la misma zona quirdrgica

donde se observa el tejido fibroso intracanal.

La representacion grafica de los resultados de la extension de la fibrosis en los

distintos grupos de estudio es la siguiente:

Grado 0 de fibrosis: Grado 4 de fibrosis: -

Grado 1 de fibrosis: - Grado 5 de fibrosis: -

Grado 2 de fibrosis: Grado 6 de fibrosis: -

Grado 3 de fibrosis:

La medicion de la cantidad de fibrosis intracanal en el momento inicial (al mes y
medio de la cirugia) y en el momento final (a los tres meses de la cirugia) para los distintos

grupos de estudio es la siguiente:
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RESULTADOS DEL ESTUDIO DE RMN INICIAL Y FINAL EN LOS DISTINTOS
GRUPQOS DE ESTUDIO.

)

RMN inicial en el grupo control.

RMN final en el grupo control.

(g

n)

RMN inicial en el grupo Adant®.

RMN final en el grupo Adant®.

(g

)

RMN inicial en el grupo Durolane®.

RMN final en el grupo Durolane®.

(g

Y

RMN inicial en el grupo Hyalgan®.

A

° =
) » B
= | |=
&~
—

RMN final en el grupo Hyalgan®.

”~

Tabla 15. Representacion grafica de los valores de fibrosis en el estudio de RMN inicial y

final en los diferentes grupos de estudio.

RESULTADOS DEL ANALISIS ESTADISTICO DE LAS IMAGENES DE RMN.

Se realizaron analisis estadisticos no paramétricos considerando grupos de muestras
independientes: Kruskal-Wallis para la comparacion de los 4 grupos de estudio a tiempo
inicial y final, y la U de Mann-Whitney para la comparacion por pares de cada uno de los
grupos de estudio, asi como para las diferencias en cada grupo entre el andlisis inicial y

final (Anexos Ila, IIb y Ilc).

No se observaron diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) en el analisis
de Kruskal-Wallis ni a tiempo inicial ni a tiempo final entre los distintos tratamientos entre

si, ni frente al control (Anexos Illa, I1Ib y IIlc).
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El analisis mediante la U de Mann-Whitney por pares no demostré ni a tiempo
inicial ni a tiempo final diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) en ninguna de

las asociaciones.

La comparacion dentro de cada grupo entre la situacidn inicial y final tampoco
detectd diferencias estadisticamente significativas mediante la prueba de la U de Mann-

Whitney.

A la luz de estos resultados en los que no existen diferencias entre el grado de
fibrosis entre los distintos grupos de estudio de AH y el control ni al mes ni a los tres meses
de la cirugia, y la comprobacion de que la fibrosis no variaba en cada grupo ya fuera
control o AH entre la fibrosis que presentaban al mes y medio y los tres meses, decidimos
que podiamos doblar el nimero de conejos pertenecientes a cada grupo, considerando los
resultados al mes y medio y a los tres meses como un unico grupo con el objetivo de
aumentar el numero de datos para cada grupo. De esta forma al realizar nuevamente el
andlisis de Kruskal-Wallis encontramos diferencias estadisticamente significativas entre los

distintos grupos (p=0,018).

Los diagramas de barras recogen la medicion de la cantidad de fibrosis intracanal
conjunta, al mes y medio de la cirugia y en el momento final (a los tres meses de la

cirugia), para los distintos grupos de estudio (Tabla 16).

RESULTADOS DEL ESTUDIO DE RMN INICIAL MAS FINAL EN LOS
DISTINTOS GRUPOS DE ESTUDIO.

Tabla 16. Representacion de los resultados de la medicion de fibrosis en la RMN inicial mas la

final en los diferentes grupos de estudio.
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La comparacion por pares mediante la U de Mann-Whitney determinéd la
existencia de diferencias estadisticamente significativas (p=0,012) entre el grupo control

y el grupo Hyalgan® (Anexos Va, Vby Vc).
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5.3. RESULTADO DE LOS NIVELES DE
HIDROXIPROLINA.

Los valores medidos de hidroxiprolina en el tejido fibroso intracanal mediante
estudio de HPLC fue el siguiente en los cuatro grupos de estudio (control, Adant®,

Durolane® e Hyalgan®).

CANTIDAD DE HIDROXIPROLINA (ng hidroxiprolina/mg de tejido fibroso)
(Tabla 17 y Figura 5).

Hidroxiprolina

n ng hidroxiprolina/ mg de
tejido. (MediatDE)
CONTROL 7 121,62 + 49,42
ADANT® 6 44,93 + 38,12
DUROLANE® 7 48,10 + 40,13
HYALGAN® 5 63,59 + 50,87

Tabla 17. Niveles de hidroxiprolina en los distintos grupos de estudio.

ng hidroxiproli
(e}
o

CONTROL ADANT DUROLANE HYALGAN

Figura 5. Representacion grafica de los niveles de hidroxiprolina.
(* Diferencias significativas (p<0,05) con el grupo Control segun el test t de Student).
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Existen diferencias estadisticamente significativas entre los grupos de
experimentacion mediante un andlisis de varianza de una via (ANOVA) siendo
determinadas las diferencias estadisticas mediante el test de Newman-Keuls
considerandose el valor de p< 0,05 como estadisticamente significativo, para la cantidad de
hidroxiprolina existente dentro del tejido fibroso desarrollado tras la laminectomia entre los
conejos del grupo control (121,62 + 49,42) y los grupos de conejos tratados tanto con
Adant® (44,93 + 38,12), como con Durolane® (48,10 + 40,13) y con Hyalgan® (63,59 +
50,87) (Anexo VIa).

Al realizar el estudio estadistico mediante un test t de Student para dos muestras
independientes, considerando el valor p<0,05 como estadisticamente significativo,
encontramos diferencias entre el grupo Control® y el grupo Durolane® (p=0,019) y entre
el grupo Control® y Adant® (p=0,012). No encontrandose estas diferencias entre el grupo
Control® e Hyalgan® (Anexo VIb).
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5.4, RESULTADOS DEL ESTUDIO ANATOMO-
PATOLOGICO,

Los resultados del estudio histologico de las muestras de los conejos de los
diferentes grupos, en funcién del ntiimero de fibroblastos encontrados (40x campos de
magnificacién) se recoge en las imagenes 39, 40, 41, 42 y 43 que muestran los diferentes

grados de fibrosis alcanzados y en las Tablas 18, 19, 20 y 21.

Imagen 39. Imagen de anatomia patolégica. Grado 1 de fibrosis. Menos de 100 fibroblastos

(por campo de magnificacion 40x).
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Imagen 40. Imagen de anatomia patoldgica. Grado 2 de fibrosis. 100-150 fibroblastos (por

campo de magnificacion 40x).

Imagen 41. Imagen de anatomia patologica. Grado 3 de fibrosis. Més de 150 fibroblastos

(por campo de magnificacion 40x).
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Imagen 42. Banda de tejido fibroso dentro del canal vertebral rodeando el tejido neural.

Imagen 43. Estudio de anatomia patoldgica. Tejido neural rodeado de duramadre.
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GRUPO CONTROL GRUPO ADANT®.
GRADO GRADO
GRUPO CONEJO FIBROSIS DE
CONTROL 1 3 GRUPO CONEJO FIBROSIS
CONTROL 2 1 ADANT 1 3
CONTROL 3 3 ADANT 2 1
CONTROL 4 3 ADANT 3 1
CONTROL 5 2 ADANT 4 1
CONTROL 6 2 ADANT 5 1
CONTROL 7 3 ADANT 6 1
Tabla 18. Resultados del estudio Tabla 19. Resultados del estudio
anatomo-patoldgico en grupo control. anatomo-patologico en grupo Adant®.
GRUPO DUROLANE®. GRUPO HYALGAN®.
GRADO DE GRADO DE
GRUPO CONEJO FIBROSIS GRUPO CONEJO  FIBROSIS
DUROLANE 1 1 HYALGAN | 1
DUROLANE 2 1 HYALGAN | 1
DUROLANE 3 1 HYALGAN 3 1
DUROLANE 4 1 HYALGAN 4 1
DUROLANE 5 2 HYALGAN 5 1
DUROLANE 6 1
DUROLANE 7 1
Tabla 20. Resultados del estudio Tabla 21. Resultados del estudio
anatomo-patologico en grupo Durolane®. anatomo-patologico en grupo Hyalgan®.

La representacion grafica de los resultados del estudio anatomo-patoldgico es la

siguiente (Tabla 22):
Grado 1 de fibrosis: -
Grado 2 de fibrosis:

Grado 3 de fibrosis:
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GRADO DE FIBROSIS EN EL ESTUDIO ANATOMO-PATOLOGICO.

GRUPO CONTROL..

GRUPO ADANT®.

GRUPO DUROLANE®.

GRUPO HYALGAN®.

Tabla 22. Representacion grafica de los valores de estudio de anatomia patologica en los

diferentes grupos de estudio.

El analisis de Kruskal-Wallis muestra diferencias estadisticamente significativas
entre los distintos grupos (p=0,0049) y la comparacion por pares mediante la U de Mann-
Whitney determind la existencia de diferencias estadisticamente significativas entre el
grupo Control y los grupos con tratamiento de Adant®, Durolane® e Hyalgan® (Anexos

Vla, VIIb y VIIc).



112

5.9. RESULTADOS DE LOS NIVELES DE YKL 40.

Los resultados obtenidos de la determinacion de los niveles de YKL 40 en los

diferentes grupos fueron los siguientes (Tabla 23 y Figura 6):

YKL 40.
n ng YKL-40/ mg proteina
(MediazDE)
CONTROL 7 1,83+1,07
ADANT® 6 2,08 £0,83
DUROLANE® 7 2,00 + 1,50
HYALGAN® S 2,32+1,11

Tabla 23. Valores de los niveles de YKL 40 en los distintos grupos de estudio.

ng YKL-40/ mg prot
N

CONTROL ADANT DUROLANE HYALGAN

Figura 6. Valores de YKL 40 en los distintos grupos de estudio.

Los resultados se expresan en ng de YKL 40 por mg de proteina. Los resultados del
andlisis estadistico mediante ANOVA vy del test t de Student para muestras independientes,
considerando el valor p<0,05 como estadisticamente significativo, no mostraron en ningiin
caso diferencias entre el grupo Control y los otros 3 grupos de AH del estudio (Anexos

VIIla y VIIIb).
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5.6. RESULTADOS DE LOS NIVELES DE
MMP-1Y MMP-9.

Al realizar el estudio de los niveles de MMP’s, nos encontramos con varios
inconvenientes. En primer lugar al ser el estudio que realizamos en ultimo lugar (tras
determinar los niveles de hidroxiprolina y de YKL 40) la cantidad de tejido para analizar
fue pequefio. A pesar de este impedimento y siendo conscientes de que los resultados no
tendrian tanta validez debido al bajo tamafio muestral de los grupos, que quedo reducido a
3 en cada uno de los grupos, decidimos realizar su estudio buscando la aparicién de alguna
tendencia en los resultados que pudieran ser la base de futuros estudios en los que nos

centrariamos en la determinacion especifica de estos niveles de MMP's 1y 9.

En segundo lugar los Kit utilizados para la determinacion de los niveles de MMP's
1 y 9 eran especificos para la determinacion de MMP’s de origen humano, de forma que los
Kit poseen un anticuerpo monoclonal antihumano, por lo que al realizar el estudio
desconociamos la capacidad de dichos Kit para la determinacion de MMP’s de origen no
humano como ocurria en este caso donde queriamos identificar MMP’s de conejo, por otro
lado en el caso de que los Kit fueran capaces de identificar este tipo de MMP’s
desconociamos si la sensibilidad para cuantificar sus niveles es la misma que la que los Kit
describen para la MMP's de origen humano. La determinacién de los niveles de MMP-1 en

el grupo control y en el resto de grupos de estudio fue la siguiente (Tabla 24 y Figura 7):

5.6.1. Niveles MMP-1.

MMP-1
n ng MMP1/ mg tejido
(MediaxDE)
CONTROL 3 0,45 +£ 0,03
ADANT® 3 0,54 +0,14
DUROLANE® 3 0,28 + 0,08
HYALGAN® 3 0,67 £ 0,25

Tabla 24. Valores de MMP-1 en los distintos grupos de estudio.
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MMP-1
1,0
0,9
0,8
0,7 4

I

0,5

0,4

— %

0,3

ng de MMP1/mg tejido

0,2
0,1

0,0 T T T 1
CONTROL ADANT DUROLANE HYALGAN

Figura 7. Valores de MMP-1 en los distintos grupos de estudio.
(* Diferencias significativas (p<0,05) con el Grupo Control segun el test t de Student)

Los resultados se expresan en ng de MMP-1 por mg de tejido fibroso. No se
encontrd diferencias estadisticamente significativas entre los grupos de experimentacion
mediante un analisis de varianza de una via (ANOVA) para la cantidad de MMP-1 dentro
del tejido fibroso. Sin embargo, al realizar el estudio estadistico mediante un test t de
Student, considerando el valor p<0,05 como estadisticamente significativo, encontramos
diferencias entre el grupo Control y el grupo Durolane® (p=0,033) con una menor
presencia de niveles de MMP-1 en el grupo Durolane® (0,45 + 0,03 vs 0,28 +0,08)
(Anexos [Xa y IXb).

5.6.2. Niveles de MMP-9.

Los valores obtenidos de la determinacion de los niveles de MMP-9 en los distintos

grupos de estudio fue (Tabla 25 y Figura 8):

MMP-9
n ng MMP9/ mg tejido
(MediaxDE)
CONTROL 3 1,05 + 0,68
ADANT® 3 0,95 + 0,27
DUROLANE® 3 0,73 +0,47
HYALGAN® 3 0,75+0,11

Tabla 25. Valores de MMP-9 en los diferentes grupos de estudio.
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MMP-9

1,2
0,8 -
0,6
0,4 +
0,2 +
0,0 - \ \ \

CONTROL ADANT DUROLANE HYALGAN

ng de MMP9/mg tejido
o

Figura 8. Valores de MMP-9 en los diferentes grupos de estudio.

Los resultados del analisis estadistico mediante ANOVA y del test t de Student para
muestras independientes, considerando el valor p<0,05 como estadisticamente
significativo, no mostraron en ningun caso diferencias entre el grupo Control y los otros 3

grupos de AH del estudio (Anexos Xa y Xb).
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6. DISCUSION.
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Debido a la alta prevalencia del dolor lumbar, dorsal y cervical en la poblacion
mundial, el estudio de la patologia de la columna y de sus opciones de tratamiento tanto
conservador como quirlrgico y sus costes, tanto sanitarios: gasto farmacéutico, ingresos
hospitalarios, ortesis, etc., como sociales: bajas laborales, incapacidades, etc., ha sido
ampliamente realizado en la literatura (Deyo y Tsui-Wu., 1987; Gross y cols., 2006;

Kovacs y cols., 2007).

Al realizar la valoracion del tratamiento quirurgico de la patologia del raquis se
observd la existencia de una serie de pacientes en los que a pesar de un adecuado
diagnostico de su patologia, de una correcta técnica quirurgica y con independencia de la
cirugia realizada, ya fuera discectomia, descompresion o fusion vertebral, la evolucion de
dichos pacientes no era satisfactoria. El empleo de nuevos métodos de diagnostico por
imagen, fundamentalmente la RMN, vino a explicar la posible causa de esta mala
evolucion, se trataria de la aparicion de un tejido cicatricial en la zona quirurgica que
estaria implicado en la mala evolucion de estos pacientes (Fager y Freidberg., 1980; Ross y

cols., 1996; Abdou y Hardy., 1999; Vogelsang y cols., 1999; Coskun y cols., 2000).

LaRocca y McNabb en el afio 1974 sugirieron que el origen de esta fibrosis estaria
en la invasion de fibroblastos procedentes de la musculatura lumbar que alcanzarian el
espacio epidural creando una membrana en torno a las estructuras neurales. Songer y cols.,
(1995), afirmaban que esta fibrosis se generaba al sustituirse la grasa epidural, que en
condiciones normales se encuentra dentro del canal neural, por hematoma originado en la
zona quirurgica. Al producirse la respuesta reparativa el hematoma, se reabsorberia y seria
reemplazado por tejido de granulacion el cual contiene fibroblastos que formarian este

tejido fibroso cicatricial.

Basandose en estas teorias de la migracion de fibroblastos desde la musculatura
lumbar y de la produccién de una reaccion inflamatoria en la zona operada como origen de
esta fibrosis epidural, comenzaron los estudios para intentar encontrar algin método o

sustancia que fuera capaz de prevenir la aparicion de la fibrosis epidural.

A lo largo de los afios se han empleado distintos elementos para prevenir la fibrosis
epidural como depdsitos de grasa sobre la zona quirtrgica, laminas de acido polilactico,
geles reabsorbibles, etc., que actuarian como una barrera fisica ante la progresion de los

fibroblastos desde el tejido muscular. Del mismo modo compuestos con capacidad anti-
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inflamatoria ya sea local o sistémica como los anti-inflamatorios no esteroideos (AINE),
interferon gamma, mitomicina C, etc., también han sido empleados en la prevencion de la
fibrosis epidural (Cabezudo y cols., 1985; Abitbol y cols., 1994; Bora y cols., 2001; Lee y
cols., 2004; Sandoval y Hernandez-Vaquero., 2008).

A pesar de todas las investigaciones realizadas ain no se ha encontrado la forma
ideal de prevenir la aparicion de la fibrosis epidural y los efectos perjudiciales asociados a
la misma. Desde hace varios afios se encuentra en estudio el empleo del acido hialurénico
(AH) como elemento protector ante la fibrosis basado en un doble efecto, en primer lugar
el efecto anti-inflamatorio demostrado en otras patologias como al osteoartritis donde se
emplea el AH para el tratamiento de la mismas, y por otro lado, debido a sus propiedades
fisico-quimicas actuaria como barrera a la progresion de los fibroblastos (Abantagelo y

O’Regan., 1995; Coleman y cols., 1999; Diaz y cols., 2005).

Con el presente trabajo y los estudios que en el se realizan pretendemos afiadir
informacion sobre el uso del AH como método de prevencion de la fibrosis epidural en un
animal de experimentacion, en concreto el conejo blanco de Nueva Zelanda, que sirvan

como base para futuros estudios clinicos en humanos.
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6.1. EL CONEJO COMO MODELO
EXPERIMENTAL PARA EL ESTUDIO DE LA
FIBROSIS EPIDURAL.

En el estudio de la fibrosis epidural a lo largo de los afios se han empleado varios

tipos de animales de experimentacion.

De manera general los animales de experimentacion mas empleados han sido perros
(Abitbol y cols., 1994), ratas (Massie y cols., 2005; Schimizzi y cols., 2006) y el conejo
blanco de Nueva Zelanda (Tsuyoshi y cols., 2005; Tatsui y cols., 2006; Zhao y cols., 2006;
Sandoval y Hernandez-Vaquero., 2008).

El empleo del conejo blanco de Nueva Zelanda en nuestra opinion presenta ventajas

sobre el resto de modelos debido a:

1. El amplio conocimiento sobre la fisiopatologia del mismo y su manejo
tanto a la hora de realizar las técnicas anestésicas, como de su cuidado
durante el periodo de estabulacion previo a la cirugia y una vez realizada la

misma.

2. El tamafio del animal que permite que la técnica quirtrgica no precise de
medios especiales para su realizacion como microscopio, gafas de aumento,

etc.

3. Por la similitud entre la anatomia del conejo y la del humano a nivel
lumbosacro; a pesar de que el conejo tiene siete vértebras lumbares y el
humano cinco en ambos son plenamente identificables los elementos 6seos
vertebrales como son: el cuerpo, pediculos, ldminas, ap6fisis espinosas y
ligamento amarillo, del mismo modo la musculatura paravertebral lumbar

también tiene una importante analogia.
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A pesar de esta similitudes entre la anatomia vertebral humana y la del conejo
existen una serie de rasgos diferenciadores, la diferencias fundamental se encuentra en que
mientras que en el ser humano la médula espinal finaliza a nivel de la duodécima vértebra
toracica o la primera vértebra lumbar, en el conejo la médula espinal se extiende hasta la
segunda vértebra sacra con lo que su movilizacion lateral para el acceso al disco
intervertebral lumbar, en caso de abordajes posteriores de la columna vertebral, genera en

muchas ocasiones lesiones neuroldgicas severas y permanentes en el conejo.
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6.2. PRESENCIA Y PESO DEL TEJIDO
FIBROSO INTRACANAL.

No hemos encontrado estudios en la literatura que realicen una determinacion
directa del peso del tejido fibroso dentro del canal neural como la hemos realizado
nosotros, debido posiblemente a que como ocurrié en nuestro examen, la diferenciacion
entre el tejido fibroso intracanal, el tejido nervioso y la grasa epidural sea dificil de
establecer en las distintas muestras y al importante grado de unién entre el tejido fibroso y
el neural que dificulta su separacion. Del mismo modo podria existir una diferencia de
criterio entre los investigadores del estudio a la hora de determinar que es tejido fibroso y
que tejido neural. A pesar de todo ello y debido a que en nuestro ensayo la toma de todas
las muestras de tejido fibroso del canal neural y la separaciéon entre fibrosis y tejido neural
fueron realizadas por un mismo autor, con lo que eliminamos la diferencia inter-
observador, decidimos estudiar la existencia de diferencias en cuanto a la cantidad de tejido
fibroso dentro del canal neural. El estudio ANOVA realizado para comparar el peso de
dicho tejido en los distintos grupos sefald la existencia de diferencias estadisticamente
significativas entre todos los grupos experimentales respecto del grupo control (Tablas 3,
4,5y 6y figura 4). Cuando se realizo un test t de Student entre el grupo control y cada
uno de los grupos tratados so6lo existieron diferencias estadisticamente significativas (p<
0,05) para el grupo Hyalgan®. (119,494+23,35 mg vs. 57,50+4,63 mg). El Hyalgan®, se
trata del AH de menor peso molecular de los estudiados (Tabla 1); ademas en dicho grupo
fue evidente una mejor y mas facil diferenciacion entre el tejido neural y el fibroso
posiblemente debido al menor grado de adherencia entre los mismos en comparacion con el

resto de grupos a estudio (Anexos Ia y Ib).

Estos datos coinciden con los que posteriormente obtuvimos en cuanto al grado de
desarrollo de la fibrosis epidural evaluado por RMN. Estableciéndose un resultado paralelo
con ambas metodologias. Este resultado coincidente marca una tendencia que tendria que
ser estudiada mas ampliamente en nuevos estudios con un mayor grupo de animales
considerando las diferencias existentes entre los distintos tipos de AH en cuanto a su peso
molecular ya que Hyalgan® se puede considerar un AH de bajo peso molecular, Adant®

de un peso intermedio y Durolane® de elevado.
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A la hora de buscar una posible explicacion a estos resultados también es
interesante destacar la diferencia entre estos AH en cuanto a su origen. De los tres AH
estudiados, Hyalgan® es el Unico de origen animal, en concreto se obtiene de la cresta de
gallo, mientras que los otros dos grupos de AH, Adant® y Durolane®, se obtienen por

biofermentacion (Tabla 1).
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6.3. RMN DE LA COLUMNA LUMBAR
INTERVENIDA.

Con respecto al empleo de RMN para la determinacion del grado de fibrosis
epidural tras la cirugia raquidea, se trata del método mas fiable para el estudio de la misma
tanto en los estudios clinicos en humanos como en los realizados en animales de

experimentacion (Kaiser y Ramos., 1994; Coskum y cols., 2000; Tatsui y cols., 2006).

A pesar de la existencia de estudios de RMN para la determinacion de fibrosis
epidural en animales de experimentacion, el elevado coste de la misma y el pequeno
tamafio del animal, en nuestro caso el conejo Nueva Zelanda, que se encuentra en el limite
de resolucion de estudio de nuestro aparato de RMN, limita en gran medida el uso de esta
técnica de imagen a pesar de que es la manera mds sensible y fiable de cuantificar la

presencia y magnitud de la fibrosis epidural.

Aprovechando la posibilidad que teniamos del uso de un aparato de RMN y siendo
conscientes de que nos encontramos en el limite de resolucion de nuestro aparato debido al
pequefio tamafio del animal de experimentacion empleado. Decidimos realizar un doble
estudio: en primer lugar, si existia diferencias en la cantidad de fibrosis epidural entre los
distintos grupos y en segundo lugar, si se producian diferencias en los niveles de fibrosis
epidural a lo largo del tiempo. Con esto pretendiamos descubrir si la fibrosis es un proceso
de aparicion precoz o tardia en el tiempo y si varia la cantidad de la misma como respuesta

adaptativa a su presencia.

A diferencia de los trabajos realizados por Llado y cols., (1999), que divide el canal
vertebral en tres segmentos para analizar la extension de la fibrosis y de Ross y cols.,
(1998), que divide el canal en cuatro cuadrantes, nos decidimos a subdividir el mismo en 6
segmentos buscando una mayor distincion del grado de extension de la fibrosis en busca de

diferencias entre los distintos grupos (Imagen 33).

La no existencia de diferencias entre el grado de fibrosis epidural al mes y medio y
a los tres meses en ninguno de los grupos de estudio nos orienta a pensar que la fibrosis

epidural seria un proceso de inicio precoz y relacionado posiblemente con la reaccion
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inflamatoria inicial (Tablas 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14 y 15). Estos datos no concuerdan con
los aportados por Shih y cols., (2004), que afirman en su estudio sobre prevencion de
fibrosis epidural también realizado en conejos, una disminucion de la cantidad de fibrosis a
lo largo del tiempo, en concreto desde el primer al tercer mes de evolucion de la cirugia. En
este estudio de Shin y cols., (2004), no se especifica el tipo de AH empleado con lo que las
discrepancias con nuestros resultados podrian deberse al empleo por su parte de AH de
muy elevado peso molecular que podrian influenciar en la evolucion de la fibrosis epidural

a lo largo del tiempo (Anexos Ila, IIb, Ilc, IlIa, IIIb, Illc, IVa, IVb, IVc y IVd).

Nuestros resultados demuestran que la formacién de fibrosis una vez que acontece
no sufre importantes modificaciones a lo largo del tiempo ya que no existen diferencias
entre el grado de fibrosis aparecido al mes y medio en comparacion con la medicion
realizada a los tres meses de la cirugia en ninguno de los grupos, tanto control como los de
los distintos tipos de AH. En los estudios estadisticos realizados comparando el desarrollo
de fibrosis inicial, con la fibrosis final en los distintos grupos experimentales se evidencid
la no existencia de diferencias significaticas (Tablas 15 y 16). Este resultado nos posibilitd
realizar un analisis estadistico conjunto considerando los valores obtenidos en los dos
periodos (inicial, al mes y medio de la cirugia y final a los tres meses de la misma) con el

objetivo de ampliar el nimero de muestras y obtener una mayor potencia en el analisis.

Los resultados del andlisis estadistico conjunto muestra que el grupo Hyalgan® es
el que menor extension de fibrosis epidural presenta obteniéndose diferencias
estadisticamente significativas frente al grupo control al realizar una comparacién por pares

mediante el test U de Mann-Whitney (p=0,012) (Anexos Va, Vb y Vc).

Los resultados obtenidos del estudio del peso del tejido fibroso dentro del canal
neural y de imagen, mediante el andlisis de las imagenes de RMN, muestran que el
Hyalgan® originaria un menor grado de fibrosis en comparacion con el resto de AH,
aunque estos dos estudios presentan un mayor sesgo de los resultados debido a la
diferenciacion subjetiva que se realiza entre el tejido neural y el fibroso a la hora de
determinar su peso. Del mismo modo el estudio de RMN presenta una gran dificultad para
su valoracion debido en primer lugar a la limitacion técnica debido al pequefio tamafio de
nuestro animal de experimentacion que se encuentra en el limite de resolucion de nuestro

aparato de RMN y en segundo lugar a la complejidad de diferenciacion entre el tejido
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fibroso y el neural, a pesar del empleo de contraste paramagnético, en este caso gadolinio,

que realza las zonas fibrosas.

A pesar de todas estas dificultades y como anteriormente se comentd en el caso de
los resultados obtenidos de el peso del tejido fibroso dentro del canal neural, el distinto
origen del AH Hyalgan® (origen animal) y su ausencia de estabilizacion, podrian tener
influencia en los resultados por lo que seria necesario realizar nuevos y mas amplios

estudios que confirmen o desestimen esta tendencia que observamos en nuestros resultados.
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6.4. NIVELES DE HIDROXIPROL INA.

El empleo de la hidroxiprolina como marcador indirecto del tejido cicatricial que
constituye la fibrosis ha sido utilizado en otros estudios previos, al ser la hidroxiprolina el
producto de degradacion fundamental del tejido fibrético, compuesto principalmente por
colageno. Nuestros resultados confirman los datos de otros autores sobre el efecto protector
del AH frente a la fibrosis, ya que en todos los grupos de estudio disminuyeron los niveles
de hidroxiprolina medidos por HPLC en comparacién con el grupo control (Abitbol y cols.,

1994; Massie y cols., 2005).

El empleo de la hidroxiprolina como marcador indirecto del tejido cicatricial que
constituye la fibrosis ha sido utilizado en otros estudios previos (Abitbol y cols., 1994;
Topsakal y cols., 2004; Massie y cols., 2005). Nuestros resultados coinciden con los de
Topsakal y cols., (2004), en la disminucién de la cantidad de hidroxiprolina en la zona de la
laminectomia cuando se deposita una sustancia barrera. En su estudio colocaron laminas de
Sepraflim o de Gore-Tex en la zona de la laminectomia y lo compararon con un grupo
control, observando una disminucion de los niveles de hidroxiprolina en los dos grupos de
estudios en comparacion con un grupo control. Del mismo modo Massie y cols., (2005),
obtuvieron disminucién de los niveles de hidroxiprolina en la zona de laminectomia al
utilizar como barrera antifibrotica un AH de elevado peso molecular, atribuyendo esta
disminucion de los niveles de hidroxiprolina a una reduccion de la reaccion inflamatoria y
al efecto de interposicion que realiza el AH impidiendo la migracion y proliferacion de

fibroblastos.

Los resultados de nuestro estudio muestran diferencias estadisticamente
significativas (ANOVA) con descensos de los niveles de hidroxiprolina de alrededor de un
50% en los grupos experimentales, aunque existe una importante variacion entre los grupos
como lo demuestran la magnitud de sus desviaciones estandar (Tabla 17). Esta variacion es
la causa de que cuando se efectia la comparacion de los distintos grupos con el control
mediante el test t de Student solo se observen estas diferencias (p<0,05) entre el control y
los grupos Adant® y Durolane®. A la luz de los resultados obtenidos (Figura 5) se valida
el efecto protector frente a la fibrosis de los tres tipos de AH. Este resultado pone en

evidencia que el origen del AH, tampoco tendria influencia sobre la disminucion de los
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niveles de hidroxiprolina, ya que Durolane® y Adant® son obtenidos por biofermentacion,
mientras que Hyalgan® procede de la cresta de gallo. Tampoco el hecho de Ia
estabilizacion que presenta el Durolane® para evitar su degradacion y que no poseen los
otros dos grupos de AH influiria en la disminucién de la cantidad de hidroxiprolina en el

tejido fibroso (Anexos VIay VIb).
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6.5. ESTUDIO ANATOMO-PATOLOGICO.

Los estudios de anatomia patoldgica han sido utilizados ampliamente para la
valoracion de la fibrosis epidural y de todas aquellas sustancias que pretende prevenir su
formacion. Ya en el afio 1991 Kitano y cols., realizaron un estudio en conejos sobre la
prevencion de la fibrosis epidural tras la aplicacion de carboximetilcelulosa en la zona
lumbar intervenida, observando la disminucion de la misma con respecto a un grupo

control.

La determinaciéon de la cantidad de fibrosis epidural en la zona quirtrgica
intervenida se ha realizado de distinta manera en los diferentes trabajos. Yucesoy y cols.,
(2000), clasificaron el grado de fibrosis en 4 grados; en el grado 0 la duramadre se
encontraria libre de tejido fibroso, en el grado 1 s6lo se observaba una delgada banda de
tejido fibroso sobre la duramadre, en el grado 2 presentaba una adherencia entre fibrosis y
duramadre que ocupaba menos de dos tercios de la zona de laminectomia y en el grado 3 el

grado de adhesion era mayor y afectaba a toda la zona de la laminectomia.

En el trabajo realizado por Gerszten y cols., (2000), para estudiar el efecto de bajas
dosis de radiacion sobre la prevencion de la fibrosis epidural en perros, utilizaron otra
forma de cuantificar la fibrosis epidural basandose en los trabajos de He y cols., (1995), y
Hinton y cols., (1995). Ellos hacen una determinacion del numero de fibroblastos que
aparecen en la fibrosis, estableciendo tres grados: grado 1 cuando existe menos de 100
fibroblastos por 40X campos de magnificacion; grado 2 cuando el nimero de fibroblastos

se encuentra entre 100 y 150; y grado 3 cuando existen mas de 150 fibroblastos.

Nos decidimos por el método de Gerszten y cols., (2000), para la determinacion
anatomo-patologica de la fibrosis epidural y tras el estudio estadistico mediante el test de
Kruskal-Wallis para la comparacion de los 4 grupos de estudio y una U de Mann-Whitney
para la comparacion por pares de cada uno de los grupos de estudio, se observaron
diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) entre el grupo Control y los grupos con
tratamiento de Adant®, Durolane® e Hyalgan® (Tablas 18, 19, 20, 21 y 22) (Anexos Vlla,
VIIb y VIIc).
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Sobre las hipoétesis para justificar el efecto protector del AH sobre la generacion de

fibrosis epidural podemos realizar las siguientes consideraciones:

La primera seria el efecto barrera que el AH crea entre los musculos erectores del
raquis y la zona de la laminectomia, evitando que los fibroblastos migrados desde esta
musculatura se depositen sobre el tejido neural conforméandose la fibrosis epidural. E1 AH
debido a su viscosidad dificultaria la migraciéon de los fibroblastos sobre todo en las
primeras horas postintervencion (debido a la vida media que presenta el AH). Al
dificultarse el movimiento de los fibroblastos, la presencia de los mismos en la zona de la
laminectomia seria menor y debido a ello también disminuiria la cantidad de fibrosis

epidural.

En segundo lugar y basandonos en que la fibrosis epidural forma parte y se produce
por una reaccion inflamatoria, el AH tiene un efecto anti-inflamatorio como demuestra su
utilizacion en los procesos osteoartrosicos articulares en los que se produce una importante
reaccion inflamatoria. La presencia de el AH en la zona de la agresion quirtirgica implicaria
una disminucién de la reaccion inflamatoria al influir en la regulacion de la migracion
extracelular de las células inflamatorias como son los monocitos y macréfagos con lo que
la produccion de fibrosis estaria disminuida en presencia del AH (Schiller y cols., 2003;

Agerup y cols., 2005; Girish y Kemparaju., 2007).

La disminuciéon de la fibrosis epidural en los tres grupos de estudio de AH con
respecto al grupo control, con independencia del peso molecular que presente el AH, nos
demuestra que el papel protector ante la fibrosis epidural no estaria marcado por el peso
molecular que presente el AH, siendo este papel protector un efecto genérico de todos los
tipos de AH con independencia de su peso molecular, origen animal o por biofermetacion o

su grado de estabilizacion.
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6.6. YKL 40.

Esta proteina llamada también glicoproteina del cartilago humano 39 (HCgp-39) ha
sido muy estudiada dentro del campo de la medicina y es un marcador de multitud de
patologias en las que existe un elevado recambio celular y/o procesos inflamatorios. Es
segregada por distintos tipos de células como macrofagos, neutrofilos, condrocitos,

fibroblastos, endotelio y células tumorales.

Los estudios de Roslind y Johansen., (2009), destacan la influencia de la YKL 40
como un marcador de peor prondstico en ciertos tipos de tumores neuroldogicos como el
glioblastoma debido al importante recambio celular que existe en los mismo. Dentro del
campo de la osteoartritis, Zivanovic y cols., (2009), relacionaron elevados niveles de YKL
40 con estadios mas avanzados de la enfermedad y mayor grado de destruccion del

cartilago articular.

Otros importante campo de estudio de la YKL 40 es el asma bronquial que se
caracteriza por una reaccion inflamatoria y remodelado del tejido de la via aérea y por tanto
la YKL 40 se esta empleando como marcador para identificar pacientes con dicha
enfermedad y su grado de afectacion (Chupp y cols., 2007; Letuve y cols., 2008; Hartl y
cols., 2009).

En el estudio y seguimiento de la hepatitis y cirrosis hepdatica ya sea virica o toxica
también tenemos estudios donde se encuentra implicada la YKL 40. En el trabajo de Metha
y cols., (2008), se intenta su empleo como un marcador no invasivo y por tanto alternativa

a la biopsia hepatica, en el caso de la fibrosis secundaria al virus de la hepatitis C.

Basandonos en esta elevacion de los niveles de YKL 40 que se produce en las
reacciones inflamatorias como la que ocurre en la fibrosis epidural nos decidimos a estudiar
sus niveles en el tejido fibroso epidural en busca de diferencias entre los grupos Los
analisis estadisticos realizados ANOVA vy test t de Student, descartaron la presencia de
diferencias estadisticamente significativas entre los distintos grupos de estudio y el grupo
control. La explicacion de este resultado podria ser que la reaccion inflamatoria a nivel de

la zona quirrgica es muy pequefia, si la comparamos con el grado de inflamacién que
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ocurre en grandes organos como son el higado y el pulmoén en los casos de la cirrosis y el

asma bronquial (Chupp y cols., 2007; Letuve y cols., 2008; Metha y cols., 2008).

Nuestra medicion de los niveles de YKL 40 se realizd en el momento final del
estudio, a los tres meses de la cirugia. Como han demostrado nuestros resultados del
estudio de RNM, la fibrosis epidural parece ser un proceso de aparicién precoz, que
acontece a los pocos dias o semanas de la cirugia, momento en el que se origina la reaccion
reparativa ante la agresion quirdrgica, al realizar la medicion a los tres meses de la cirugia,
el proceso reparativo estaria finalizado y del mismo modo la reaccion inflamatoria habria
desaparecido o al menos disminuido, por lo que no encontramos diferencias en los niveles
de YKL 40 entre los distintos tipos de AH y el grupo control, ni entre los distintos tipos de
AH entre si (Tabla 23 y Figura 6) (Anexos VIlla y VIIIb).

Basandonos en estos resultados nos planteamos en un futuro la realizacién de
nuevos estudios en los que la medicion de los niveles de YKL 40 se realice en las primeras
horas o dias tras la cirugia, momento de maxima reaccion inflamatoria, en la que los
niveles de YKL 40 se encontrarian mas elevados y podriamos encontrar diferencias entre

sus niveles en la comparacion de un grupo control y de distintos tipos de AH.
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6./. METALOPROTEASAS1Y)9.

Los distintos organismos se encuentran constituidos basicamente por las células y
una matriz extracelular que se sitia entre ellas, la degradacion de esta matriz es
fundamental en el remodelado del tejido conectivo tanto en procesos fisioldgicos como

patologicos.

La regulacion de la constitucion y degradacion de la matriz extracelular se
encuentra en un constante equilibrio en condiciones fisioldgicas, siendo las metaloproteasas
(MMP’s) las proteinas que se encargan de la degradacion de la matriz, por lo que las
alteraciones en los niveles de MMP’s se producirian en todos los estados donde acontece
una alteracion de la matriz extracelular ya sea fisioldgica como ocurre en el proceso
reparativo normal, en el que existe una elevacion proteolitica extracelular, como en

condiciones patoldgicas (inflamacion, tumores, artrosis, etc.).

El papel de las metaloproteasas ha sido estudiado dentro del campo de la oncologia,
ya que los tumores se van a caracterizar por la capacidad infiltrativa del tejido cercano,
para ello es necesaria la degradacion de la matriz extracelular, mision que realizan las
MMP’s. Fisher y cols., (2004), estudiaron la influencia de las MMP’s en la progresion
tumoral y su influencia en la invasion del sitio de crecimiento primario, lisis de la

membrana basal e invasion del sitio de la metastasis.

Las metaloproteasas también se encuentran implicadas en la evolucion de la
osteoartritis donde la degradacion de la matriz del cartilago articular debido a la reaccion
inflamatoria existente se encuentra regulada por las metaloproteasas como ponen de
manifiesto los estudios de Chamber y cols., (2001), y posteriormente Nagase y Kashiwagi.,

(2003).

El trabajo de Séguin y cols., (2008), estudia la influencia de las MMP’s en la
degeneracion del disco intervertebral ya que la funcionalidad del mismo depende de la
composicion de su matriz extracelular, demostrando la presencia de niveles elevados de

MMP’s 1,2,3,7,8,9y 13y su influencia en la reaccion de degeneracion del mismo.
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En nuestro estudio intentamos determinar la presencia de valores elevados de
MMP-1 y 9. Estas dos MMP’s a pesar de pertenecer a dos grupos diferentes, la MMP-1 es
una colagenasa y la MMP-9 una gelatinasa, son liberadas por los fibroblastos como los que
existen a nivel del tejido fibroso cicatricial, en el cual estd aconteciendo una reaccion
inflamatoria con una importante remodelacion de la matriz extracelular (Seguin y cols.,

2008).

Antes de discutir los resultados obtenidos hemos de sefialar las dificultades ya
senaladas en el capitulo de resultados con respecto al numero de muestras y a la
determinacion analitica de las MMP’s. A pesar de estas limitaciones de tipo técnico
realizamos la determinacion tanto de los niveles de MMP-1 y de MMP-9. (Tablas 24 y 25 y
Figuras 7 y 8).

En el caso de la MMP-1 tras realizar el estudio estadistico mediante el ANOVA
(Newman-Keuls) (Anexos IXa y IXb) no encontramos diferencias estadisticamente
significativas entre los distintos grupos, sin embargo el test t de Student proporciono
diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) entre el grupo control y el Durolane®
(0,45+0,03 vs. 0,28+0,08 ngMMP-1/mg tejido). El Durolane® que se trata del AH de
mayor peso molecular, presenta los menores valores MMP-1. Estos datos estarian en
consonancia con el trabajo de Schimizzi y cols., (2006), en los que comprobaron que el AH
de alto peso molecular disminuiria la proliferacion de los factores inflamatorios como son
la interleucina 1 beta y la interleucina 6 y la proliferacion de los monocitos y macréfagos
(que se considera una de las mas importantes células inflamatorias) tras realizar una
laminectomia en ratas y estudiar el tejido y la reaccion inflamatoria que se producia en
dicha zona. Segun su trabajo los AH de bajo peso molecular inducirian la migracion y
proliferacion celular en la zona inflamatoria, mientras que los AH de alto peso molecular
actuarian de forma contraria, ya que serian anti-fibroticos y anti-angiogénicos.
Considerando las MMP-1 como parte de esta respuesta inflamatoria los menores valores de
MMP-1 en el grupo Durolane®, que se trata del AH de mayor peso molecular de los tres
estudiados, apoyarian los datos de Schimmizzi y cols., (2006). Este resultado pone de
manifiesto la importancia de que en posteriores estudios, se contemple el papel de la
estabilizacion que presenta este tipo de AH, y que no presentan los otros dos tipos de AH

valorados.
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Al determinar los niveles de MMP-9 nos encontramos con los mismos problemas
que en el caso de la MMP-1, en lo referido en la sensibilidad y especificidad de los Kit. Del
mismo modo que ocurria con la MMP-1 en la MMP-9 tampoco encontramos diferencias
estadisticamente significativas entre los distintos grupos de estudio al realizar el estudio
estadistico mediante el test Newman-Keuls. Pero a diferencia de lo ocurrido con la MMP-1,
con la MMP-9 existia una mayor concordancia con los datos que habiamos encontrado al
estudiar el de peso de las muestras y las imagenes de RMM, en los que el grupo Hyalgan®
parecia tener una menor tasa de fibrosis epidural considerando como menor presencia de

fibrosis epidural una menor proporcion o actividad de MMP-9 (Anexos Xa y Xb).

La diferencia entre los resultados de la determinacion de MMP-1 y MMP-9 podrian
ser explicados por ser dos MMP’s que pertenecen a dos grupos diferentes a pesar de que

ambas son liberadas por los fibroblastos.

Otro dato a tener en cuenta, es que la determinacion de los niveles de MMP-1y 9
las realizamos al final del estudio, es decir a los tres meses de la cirugia. Tanto los trabajos
de Schimizzi y cols., (2006), como los de Kato y cols., (2005), consideran que la fibrosis se
originaria en las primeros momentos tras la agresion quirdrgica momento en el que se
desarrolla la reaccion inflamatoria y en los que la modificacion de la matriz extracelular es
maxima y posteriormente, segin pasa el tiempo esta reaccion inflamatoria y cicatricial se
estabilizaria, como confirma el trabajo de Shin y cols., (2004). Al realizar el estudio de las
MMP’s a los tres meses la modificacion de la matriz extracelular se encontraria muy
disminuida por lo que los niveles de MMP’s serian mucho menores, siendo necesario
realizar estudios de los niveles de MMP’s en las horas o dias posteriores a la cirugia,
momentos en los que la reaccion inflamatoria es maxima y podrian existir mayores

modificaciones en los niveles de las MMP’s.

Por ultimo considerar, en funcion de los resultados obtenidos, la validez de los Kit
empleados para el analisis de las MMP-1 y 9 en conejo a pesar de ser Kit que emplean

anticuerpos especificos para el estudio en humanos.
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7. CONCLUSIONES.
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PRIMERA: El conejo es un buen modelo experimental para el estudio de la fibrosis
epidural por su similitud anatémica con el humano y por la generacion de fibrosis que
ocurre en su tejido peridural tras la cirugia del raquis, por lo que esto modelo experimental

puede ser la base para nuevos y futuros estudios en humanos.

SEGUNDA: Se ha demostrado que el 4cido hialurénico es un elemento protector de la

fibrosis epidural, segiin los resultados positivos obtenidos del estudio de los valores de
hidroxiprolina en el tejido epidural postquirirgico y de las determinaciones anatomo-

patologicas en cuanto al nimero de fibroblastos que presenta el tejido fibroso epidural.

TERCERA: Dentro de los distintos tipos de AH en nuestro estudio, el de menor peso

molecular, en este caso Hyalgan®, es el que tendria un mayor efecto protector
considerando las diferencias estadisticas obtenidas en el estudio del peso de tejido fibroso
dentro del canal neural y de RMN, estableciendo una tendencia de mayor proteccion frente
a los AH de intermedio y alto peso molecular que tendrad que ser confirmada en estudios

posteriores.

CUARTA: La fibrosis epidural es un proceso de inicio precoz y que se estabiliza a lo
largo del tiempo tras la agresion quirtrgica, como demuestra el estudio de RMN en el que
no existen variaciones en la extension de la fibrosis en los estudios al mes y medio y a los
tres meses de la cirugia, por lo que todos aquellas medidas encaminadas a prevenir la
fibrosis epidural deben actuar en la fase inicial de la reaccion inflamatoria y reparativa que

se produce tras la cirugia.

QUINTA: La ausencia de complicaciones, como infecciones de la zona quirtrgica,
hematomas epidurales o problemas compresivos medulares debido a la interposicion del
acido hialuronico entre el tejido neural y muscular, relacionadas con el uso de los distintos
acidos hialurdnicos nos indica que nos encontramos ante una sustancia, que como era
conocido por su uso en otras serie de estructuras orgéanicas como el nivel articular, no
genera ninguna reaccion de cuerpo extrafio por parte del organismo y es bien tolerada por
lo que su uso no generaria otra serie de complicaciones a nivel de la propia estructura

neural o de otras regiones proximas.
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9. ANEXOS.
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Control Adant® Durolane® Hyalgan®
Control
Adant® 0,24540
Durolane® 0,25480 0,63294
Hyalgan® 0,00436 0,03594 0,03253

Anexo la. Resultados del estudio estadistico ANOVA (Newman-Keuls) del

peso del tejido fibroso dentro del canal vertebral en los distintos grupos de

estudio.
Media 1 Media (2,3 6 4) t f p
1-2 119,490 93,1650 1,44730 11 0,17570
1-3 119,490 100,872 1,37503 12 0,19425
1-4 119,490 57,5080 5,77356 10 0,0070

Anexo Ib. Resultados del analisis estadistico entre los distintos grupos de estudio

mediante t de Student, del peso del tejido dentro del canal neural. Grupo control

(1), Grupo Adant® (2), Grupo Durolane® (3) y Grupo Hyalgan® (4).

Test U de Mann-

Suma de rangos | Suma de rangos U p N grupo | N grupo
Whitney. grupo control. grupo Adant®. Control. | Adant®.
RMN Inicial 54,00 37,00 16,00 § 0,475 7 6

Anexo lla. Analisis estadistico comparando mediante test U de Mann-Whitney el grado

de fibrosis en el estudio de RMN inicial en el grupo control y el grupo Adant®.
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Suma de rangos

Test U de Mann- Suma de rangos rupo U N grupo N grupo
Whitney. grupo control. grup P Control. | Durolane®.
Durolane®.
RMN Inicial 59,00 46,00 18,00} 0,406 7 7

Anexo Ilb. Analisis estadistico comparando mediante test U de Mann-Whitney el grado

de fibrosis en el estudio de RMN inicial en el grupo control y el grupo Durolane®.

Test U de Mann- | Suma de rangos Suma de rangos N grupo N grupo
Whitney grupo control grupo U P Control. | Hyalgan®
) ' Hyalgan®. ) '
RMN Inicial 56,50 21,50 6,50 | 0,074 7 5

Anexo llc. Analisis estadistico comparando mediante test U de Mann-Whitney el grado

de fibrosis en el estudio de RMN inicial en el grupo control (Grupo 1) y el grupo

Hyalgan® (Grupo 4).

Test U de Mann- Suma de rangos | Suma de rangos U p N grupo | N grupo
Whitney. grupo control. grupo Adant®. Control. | Adant®.
RMN Final 52,50 38,50 17,50 | 0.617 7 6

Anexo Illa. Analisis estadistico comparando mediante test U de Mann-Whitney el grado

de fibrosis en el estudio de RMN final en el grupo control y el grupo Adant®.

Test U de Mann- | Suma de rangos Suma de rangos N grupo N grupo
) grupo U p
Whitney. grupo control. Control. | Durolane®.
Durolane®.
RMN Final 62,00 43,00 1%’0 0’522 7 7

Anexo llIb. Analisis estadistico comparando mediante test U de Mann-Whitney el grado

de fibrosis en el estudio de RMN final en el grupo control y el grupo Durolane®.
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Suma de rangos

Test U de Mann- | Suma de rangos grupo U D N grupo N grupo
Whitney. grupo control. Hyalgan®. Control. |Hyalgan®.
RMN Final 56,00 22,00 7,00 | 0,088 7 5

Anexo lIllc. Analisis estadistico comparando mediante test U de Mann-Whitney el grado

de fibrosis en el estudio de RMN final en el grupo control y el grupo Hyalgan®.

Test U de Mann- Suma de rangos | Suma de rangos N grupo | N grupo
) grupo control grupo control U p Control Control
Whitney. o , o ;
inicial. final. inicial. final.
RMN 53,00 52,00 24,00 1 0,949 7 7

Anexo IVa. Analisis estadistico comparando mediante test U de Mann-Whitney el grado

de fibrosis en el grupo control en la RMN inicial y final.

_ | Suma de rangos | Suma de rangos N grupo | N grupo
TestU (.je Mann grupo Adant® grupo Adant® U p Adant® | Adant®
Whitney. el ! S !
inicial. final. inicial. final.
RMN 41,00 37,00 16,00 | 0,749 6 6

Anexo 1Vb. Analisis estadistico comparando mediante test U de Mann-Whitney el grado

de fibrosis en el grupo Adant® en la RMN inicial y final.

_ | Suma de rangos | Suma de rangos N grupo N grupo
TestU Qe Mann grupo Durolane® grupo U p [|Durolane® | Durolane®
Whitney. . ' o )
inicial. Durolane® final. inicial. final.
RMN 56,50 48,50 20,500,609 7 7

Anexo IVc. Analisis estadistico comparando mediante test U de Mann-Whitney el grado

de fibrosis en el grupo Durolane® en la RMN inicial y final.
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_ | Suma de rangos | Suma de rangos N grupo | N grupo
TestU qle Mann grupo Hyalgan® grupo U p Hyalgan® | Hyalgan®
Whitney. L , s .
inicial. Hyalgan® final. inicial. final.
RMN 27,50 27,50 12,50 | 1,000 5 5

Anexo 1Vd. Analisis estadistico comparando mediante test U de Mann-Whitney el grado

de fibrosis en el grupo Hyalgan® en la RMN inicial y final.

Test U de Mann- tsolig?igzlra?gog Su;aeclle rr;ingos U N grupo N grupo
Whitney. grup grup P Control. | Adant®.
control. Adant®.
RMN 205,00 146,00 68,00 | 0,411 14 12

Anexo Va. Anadlisis estadistico comparando mediante test U de Mann-Whitney el grado

de fibrosis total en el estudio de RMN entre el grupo control y el grupo Adant® una vez

sumadas los resultados de la RMN inicial y final en ambos grupos

Test U de Mann- Suma de rangos | Suma de rangos N grupo N grupo
) total en el grupo | totalenelgrupo| U p
Whitney. Control ]| Durolane®.
control. Durolane®.
RMN 236,00 170,00 65,0010,129 14 14

Anexo Vb. Analisis estadistico comparando mediante test U de Mann-Whitney el grado

de fibrosis total en el estudio de RMN entre el grupo control y el grupo Durolane® una

vez sumadas los resultados de la RMN inicial y final en ambos grupos.

Test U de Mann- Suma de rangos | Suma de rangos N grupo N grupo
X total en el grupo | total en el grupo U p
Whitney. Control | Hyalgan®.
control. Hyalgan®.
RMN 218,00 218,00 82,000,012 14 10

Anexo Vc. Analisis estadistico comparando mediante test U de Mann-Whitney el grado
de fibrosis total en el estudio de RMN entre el grupo control y el grupo Hyalgan® una

vez sumadas los resultados de la RMN inicial y final en ambos grupos.
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Control Adant® Durolane® Hyalgan®
Control.
Adant®. 0,04384
Durolane®. 0,03212 0,90652
Hyalgan®. 0,04239 0,76629 0,56808

Anexo Vla. Analisis estadistico mediante Anova Newman-Keuls de los niveles de

hidroxiprolina en los distintos grupos.

Media 1 Media (2,3 6 4) t f p
1-2 121,617 44,9272 2,83006 9 0,01972
1-3 121,617 48,1023 2,96322 11 0,01290
1-4 121,617 63,5909 1,91377 9 0,08792

Anexo VIb. Resultados del analisis estadistico entre los distintos grupos de estudio
mediante t de Student de los niveles de hidroxiprolina. Grupo control (1), Grupo

Adant® (2), Grupo Durolane® (3) y Grupo Hyalgan® (4).

Test U de Mann- | Suma de rangos Suma de rangos N grupo | N grupo
Whitney el grupo control en el grupo U P Control | Adant®
' ' Adant®. '
Fibrosis a,na_ltomla- 65.50 28.50 7,50 10,036 7 6
patologica

Anexo Vlla. Andlisis estadistico mediante U test Mann-Whitney comparando el grado de

fibrosis en el estudio anatomo-patologico en grupo control y el grupo Adant®.
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Test U de Mann- | Suma de rangos Suma de rangos N grupo N grupo
. en el grupo U p
Whitney. en el grupo control. Control ]| Durolane®.
Durolane®.
Fibrosis anatomia- 5,00]0,013
L 72,50 33,00 ' ’ 7 6
patologica

Anexo VIIb. Analisis estadistico mediante U test de Mann-Whitney comparando la

fibrosis epidural en estudio anatomo-patoldgico en el grupo Control y el grupo

Durolane®.

Test U de Mann- | Suma de rangos Suma de rangos N grupo N grupo
Whitney en el grupo control en el grupo U P Control | Hyalgan®
' ' Hyalgan®. '
Fibrosis a,na.\tomla- 60,50 17,50 2,500,015 7 5
patologica

Anexo VIIc. Analisis estadistico mediante test U de Mann-Whitney comparando la

fibrosis epiural en estudio anatomo-patoldgico en el grupo Control y el grupo Hyalgan

Control Adant® Durolane® Hyalgan®
Control
Adant® 0,927279
Durolane® 0,802988 0,907137
Hyalgan® 0,884001 0,723259 0,882766

Anexo Vllla. Analisis estadistico mediante Anova Newman-Keuls de los valores

de YKL 40 en los distintos grupos de estudio.
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Media 1 Media (2,3 6 4) t f p

1,831552 2,080396 -0,461228 11 0,653621
1,831552 2,001116 -0,242336 12 0,812612
1,831552 2,321224 -0,767170 10 0,460709

AnexoVIlIb. Andlisis estadistico mediante T de Student de los valores de YKL 40

en los distintos grupos. Grupo control (1), Grupo Adant® (2), Grupo Durolane®

(3) y Grupo Hyalgan® (4).
Control Adant® Durolane® Hyalgan®
Control
Adant® 0,461212
Durolane® 0,227808 0,155492
Hyalgan® 0,218213 0,318254 0,054259

Anexo IXa. Andlisis estadistico mediante ANOVA (Newman-Keuls) de los valores

de MMP-1 en los distintos grupos de estudio.

Media (1) Media (2,3 6 4) t f p

1_'2 0,444750 0,539843 -1,12576 0,323242
1_-3 0,444750 0,284280 3,181981 0,033472
1-4 0,444750 0,670597 -1,55394 4 0,195166

Anexo IXb. Analisis estadistico mediante t de Student de los valores de MMM-1

de los distintos grupos. Grupo control (1), Grupo Adant® (2), Grupo Durolane®
(3) y Grupo Hyalgan® (4).
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Control Adant® Durolane® Hyalgan®
Control
Adant® 0,789019
Durolane® 0,816817 0,824152
Hyalgan® 0,695758 0,595007 0,954440

Anexo Xa. Analisis estadistico mediante Anova Newman-Keuls de los valores

[EEN
N

=
w

[EEN
~

de MMP-9 en los distintos grupos.

Media 1 Media (2,3 6 4) t f p
1,049815 0,950095 0,235339 0,825503
1,049815 0,734035 0,658706 0,546071
1,049815 0,750655 0,750652 0,494608

Anexo Xb. Analisis estadistico mediante t de Student de los valores de MMP-9 de
los distintos grupos. Grupo control (1), Grupo Adant® (2), Grupo Durolane® (3)
y Grupo Hyalgan® (4).



