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RESUMEN 

La degeneración de disco intervertebral (DDI) es un estado patológico caracterizado por el 

deterioro de uno o más de los discos situados entre las vértebras que provoca dolor en la espalda 

o el cuello. La repercusión de la DDI, una enfermedad huérfana de opciones terapéuticas en la 

actualidad, es cada vez más notable a nivel mundial. Por lo tanto, es de capital importancia 

aumentar el entendimiento de los procesos patogénicos que subyacen en la misma. 

 En este trabajo se describió el perfil metabolómico y molecular de las células de disco 

intervertebral humano sanas y degeneradas, con el fin de comprender las alteraciones de los 

metabolitos tisulares asociados a la degeneración de disco. Nuestros resultados revelaron una 

disminución en los niveles de triglicéridos, diacilglicéridos, fosfatidilcolinas, 

lisofosfatidilinositoles y algunos ácidos grasos en el disco degenerado respecto al sano, mientras 

que los niveles de ceramidas y ácidos biliares mostraron un aumento en esas condiciones.  

Con el fin de comprender nuevos procesos asociados a la degeneración de disco, 

focalizamos nuestra atención en el estudio de expresión del factor de transcripción ELF3 y la 

regulación de su expresión en los tejidos sanos y degenerados del disco intervertebral humano. 

En primer lugar, observamos que la estimulación con diversos factores inflamatorios (LPS, IL-

1α, IFNγ y TNFα), aumentaba la expresión de ELF3.  

Considerando la similitud fisiopatológica entre el cartílago articular y los tejidos 

intervertebrales, y la correlación entre ELF3 y genes involucrados en la inflamación y el 

catabolismo de la matriz extracelular (ECM) en los condrocitos, quisimos explorar el papel de 

este factor de transcripción en los procesos inflamatorios intervertebrales. Demostramos que, 

al igual que en el cartílago articular, la sobreexpresión del gen ELF3 promueve un estado 

catabólico celular, aumentando los niveles de expresión de las metaloproteinasas 3, 9, y 13, así 

como de la agrecanasa ADAMTS5. Además, se observó un incremento en la expresión de 

citoquinas proinflamatorias como IL-6 y de adipoquinas proinflamatorias como LCN2. Estos 

resultados se confirmaron al silenciar ELF3. Estos hallazgos no solo se limitaron a células de 

disco intervertebral degeneradas, sino que se constató que la sobreexpresión de ELF3 en discos 
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sanos provocaba efectos similares, lo que sugiere que ELF3 participa de manera crucial en el 

inicio y el desarrollo de la enfermedad de degeneración de disco intervertebral. 

También exploramos el potencial farmacológico de diversas moléculas capaces de regular 

la expresión de ELF3. Dentro de estas, analizamos la actividad de la dexametasona, un 

glucocorticoide convencional, y el oleocanthal, una molécula de origen natural con estructura 

fenólica presente en el aceite de oliva virgen extra. Nuestros resultados revelaron que ambas 

moléculas tienen la capacidad de disminuir la expresión de ELF3. Además, nuestros datos 

pusieron de manifiesto que el oleocanthal era capaz de bloquear la fosforilación de la subunidad 

p65 de NFκB, bien inducida por el LPS o por la IL-1α en las células de disco degenerado. 

Además, esta inhibición se acompañaba de la reducción de la transcripción de genes 

inflamatorios, tales como IL-6, NOS2, ELF3, MMP3, MMP13 y ADAMTS5, demostrando que 

esta sustancia tiene un gran potencial para el tratamiento de los procesos inflamatorios y 

catabólicos en las células del disco degenerado.  

 

Palabras clave:  Degeneración de disco intervertebral, inflamación, metabolómica, ELF3, 

oleocanthal.  
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ABSTRACT 

Intervertebral disc degeneration (IVDD) is a pathological condition characterized by the 

deterioration of one or more of the discs located between the vertebrae, causing pain in the back 

or neck. The impact of DDI, a disease that currently lacks therapeutic options, is increasingly 

notable worldwide. Therefore, it is of capital importance to increase the understanding of the 

pathogenic processes underlying this disease. 

  In this work, the metabolic and molecular profile of healthy and degenerated human 

intervertebral disc cells was described, in order to understand the alterations of tissue 

metabolites associated with disc degeneration. Our results revealed a decrease in the levels of 

triglycerides, diacylglycerides, phosphatidylcholines, lysophosphatidylinositols and some fatty 

acids in the degenerated disc compared to the healthy one, while the levels of ceramides and 

bile acids showed an increase in their regulation. 

To understand new processes associated with disc degeneration, we focus our attention on 

the study of the transcription factor ELF3 and the regulation of its expression in healthy and 

degenerated tissues of the human intervertebral disc. Firstly, we observed that stimulation with 

various inflammatory factors (LPS, IL1α, IFNγ and TNFα) increased the expression of ELF3. 

Considering the pathophysiological similarity between articular cartilage and intervertebral 

tissues, and the correlation between ELF3 and genes involved in inflammation and catabolism 

of the extracellular matrix in chondrocytes, we wanted to explore the role of this transcription 

factor in intervertebral inflammatory processes. We demonstrate that, as in articular cartilage, 

overexpression of the ELF3 gene promotes a cellular catabolic state, increasing the expression 

levels of metalloproteinases 3, 9, and 13, as well as the aggrecanase ADAMTS5. Furthermore, 

an increase in the expression of proinflammatory cytokines such as IL-6 and proinflammatory 

adipokines such as LCN2 was observed. These results were confirmed by silencing ELF3. 

These findings were not only limited to degenerated intervertebral disc cells, but ELF3 

overexpression in healthy discs was found to cause similar effects, suggesting the crucial 

participation of ELF3 in the initiation and development of intervertebral disc degeneration 

disease. 
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Also, in our research, we explored the pharmacological potential of various molecules 

capable of regulating ELF3 expression. Within these, we analyzed the activity of 

dexamethasone, a conventional glucocorticoid, and oleocanthal, a molecule of natural origin 

with a phenolic structure present in extra virgin olive oil. Our results revealed that both 

molecules had the ability to decrease ELF3 expression. Moreover, our results showed that 

oleocanthal was capable of blocking the phosphorylation of the p65 subunit of NFκB, either 

induced by LPS or IL-1α in degenerated disc cells. Furthermore, this inhibition was 

accompanied by a reduction in the transcription of inflammatory genes, such as IL-6, NOS2, 

ELF3, MMP3, MMP13 and ADAMTS5, demonstrating that this substance has great potential 

for the treatment of inflammatory and catabolic processes in the cells of the degenerated disc. 

 

Keywords: Intervertebral disc degeneration, inflammation, metabolomics, ELF3, 

oleocanthal. 

 



 

23 

RESUMO 

A dexeneración do disco intervertebral (DD) é unha condición patolóxica caracterizada 

pola deterioración dun ou máis dos discos situados entre as vértebras, que provoca dor nas 

costas ou no pescozo. O impacto da DDI, unha enfermidade que actualmente carece de opcións 

terapéuticas, é cada vez máis notable en todo o mundo. Polo tanto, é de capital importancia 

aumentar a comprensión dos procesos patóxenos que o subxacen. 

  Neste traballo describiuse o perfil metabólico e molecular das células do disco 

intervertebral humano sas e dexeneradas, co fin de comprender as alteracións dos metabolitos 

dos tecidos asociadas á dexeneración do disco. Os nosos resultados revelaron unha diminución 

dos niveis de triglicéridos, diacilglicéridos, fosfatidilcolinas, lisofosfatidilinositoles e algúns 

ácidos graxos no disco dexenerado en comparación co san, mentres que os niveis de ceramidas 

e ácidos biliares mostraron un aumento da súa regulación. 

Para comprender os novos procesos asociados á dexeneración discal, centramos a nosa 

atención no estudo da expresión do factor de transcrición ELF3 e na regulación da súa expresión 

en tecidos sans e dexenerados do disco intervertebral humano. En primeiro lugar, observamos 

que a estimulación con varios factores inflamatorios (LPS, IL-1α, IFNγ e TNFα) aumentou a 

expresión de ELF3. 

Considerando a semellanza fisiopatolóxica entre a cartilaxe articular e os tecidos 

intervertebrais, e a correlación entre ELF3 e xenes implicados na inflamación e catabolismo da 

matriz extracelular nos condrocitos, queriamos explorar o papel deste factor de transcrición nos 

procesos inflamatorios intervertebrais. Demostramos que, como na cartilaxe articular, a 

sobreexpresión do xene ELF3 promove un estado catabólico celular, aumentando os niveis de 

expresión das metaloproteinasas 3, 9 e 13, así como da agrecanasa ADAMTS5. Ademais, 

observouse un aumento na expresión de citocinas proinflamatorias como a IL-6 e adipocinas 

proinflamatorias como a LCN2. Estes resultados confirmáronse silenciando ELF3. Estes 

achados non só se limitaron ás células dexeneradas do disco intervertebral, senón que a 

sobreexpresión de ELF3 en discos sans causaba efectos similares, o que suxire que ELF3 
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participa de maneira crucial no inicio e desenvolvemento da enfermidade de dexeneración do 

disco intervertebral. 

Tamén na nosa investigación, exploramos o potencial farmacolóxico de varias moléculas 

capaces de regular a expresión de ELF3. Dentro destes, analizouse a actividade da 

dexametasona, un glucocorticoide convencional, e do oleocantal, unha molécula de orixe 

natural con estrutura fenólica presente no aceite de oliva virxe extra. Os nosos resultados 

revelaron que ambas moléculas teñen a capacidade de diminuír a expresión de ELF3. Ademais, 

os nosos datos mostraron que o oleocanthal era capaz de bloquear a fosforilación da subunidade 

p65 de NFκB, ben inducida por LPS ou IL-1α en células de disco dexeneradas. Ademais, esta 

inhibición estivo acompañada dunha redución na transcrición de xenes inflamatorios, como IL-

6, NOS2, ELF3, MMP3, MMP13 e ADAMTS5, demostrando que esta substancia ten un gran 

potencial para o tratamento de procesos inflamatorios e catabólicos nas células do disco 

dexenerado. 

 

Palabras clave: Dexeneración do disco intervertebral, inflamación, metabolómica, ELF3, 

oleocanthal. 
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1 INTRODUCCIÓN 

1.1  LA COLUMNA VERTEBRAL  

La columna vertebral es la estructura fundamental que sostiene el cuerpo y sirve de 

armazón para el sistema nervioso. Este sistema, está formado por una unidad estructural 

llamada vértebra que da nombre al subfilo animal de los vertebrados. La estructura de la 

columna vertebral consta de diversos elementos, entre los que se encuentran las vértebras, los 

discos intervertebrales, los ligamentos y los nervios. En los seres humanos, la columna vertebral 

está formada por 33 vértebras, de las cuales 7 son cervicales, 12 torácicas, 5 lumbares, 5 sacras 

(fusionadas formando el sacro) y 4 coccígeas (fusionadas formando el coxis) (Figura 1) [1].  

La vertebra típica está formada por el cuerpo y el arco vertebral y proporciona un soporte 

resistente para la médula espinal que se aloja en su canal central. Este canal, que varía en tamaño 

a lo largo de la columna, actúa como un conducto protector para la médula espinal desde donde 

surgen los nervios espinales, que forman el tronco simpático que se ramifican hacia diferentes 

áreas del cuerpo, y los nervios esplácnicos [1].  

 

Figura 1. Representación de la columna vertebral y los subtipos de vértebras existentes, junto con la 

representación de una vértebra tipo y sus partes en vista lateral y superior.  

Figura de elaboración propia (Biorender®). 
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1.2  EL DISCO INTERVERTEBRAL  

El disco intervertebral es una estructura fibrocartilaginosa que se encuentra entre los 

cuerpos vertebrales de la columna vertebral. El disco intervertebral sirve como amortiguador 

de las vértebras, absorbiendo los impactos y permitiendo la movilidad de la columna. El disco 

está formado por dos estructuras básicas: el anillo fibroso (AF) y el núcleo pulposo (NP). 

Ambas estructuras están rodeadas en la parte superior e interior por placas terminales 

cartilaginosas (CEP), que se adhieren a los cuerpos vertebrales y suministran nutrientes vitales 

tanto al AF como al NP (Figura 2) [2]. Las células del AF y del NP se encuentran dentro de un 

nicho que da lugar a una matriz extracelular especializada y a una estructura avascular en el 

interior del disco intervertebral [3,4].    

  

Figura 2. Esquema de la estructura del disco intervertebral. 

Estructura anatómica del disco intervertebral. Figura de elaboración propia (Biorender®). 

 

El disco intervertebral se forma en la cuarta semana del desarrollo embrionario, a partir de 

fragmentos del esclerotomo, que son porciones de los somitas derivados del mesodermo 

paraaxial. Entre las partes cefálica y caudal de los esclerotomos segmentarios se localizan 

células mesenquimales. Estas células desempeñan un papel fundamental durante la quinta 

semana de gestación al llenar el espacio entre dos cuerpos vertebrales pre-cartilaginosos, 

contribuyendo así de manera significativa a la conformación del disco intervertebral [5]. 



INTRODUCCIÓN 

29 

En la zona de los cuerpos vertebrales, la notocorda comienza un proceso de retroceso y 

segregación a lo largo del eje anteroposterior. Con el tiempo, la notocorda se expande y juega 

un papel crucial en la formación del núcleo pulposo. En esta etapa temprana del desarrollo, el 

núcleo pulposo está principalmente compuesto por células derivadas de la notocorda. Por lo 

tanto, es importante destacar que los tejidos que componen los discos intervertebrales tienen su 

origen en células notocordales y células mesenquimales derivadas del esclerotomo (Figura 3) 

[5]. Este proceso de formación del disco intervertebral es fundamental para la estructura y 

funcionalidad de la columna vertebral en el desarrollo posterior. 

 

Figura 3. Representación gráfica del desarrollo de las vértebras y los discos intervertebrales a partir de la 

notocorda y el esclerotoma.  

En la imagen izquierda, se representa un esquema de un embrión en los días 10.5 y 11.5 de desarrollo, mientras 

que en la imagen derecha se muestra el esqueleto axial maduro. El núcleo pulposo se forma a partir de la 

notocorda, mientras que el anillo fibroso y otros tejidos, como el cuerpo vertebral, los ligamentos y las placas 

terminales, se originan a partir del esclerotoma. TN (tubo neural), SC (esclerotoma), NC (notocorda), CV (cuerpo 

vertebral), NP (núcleo pulposo), AF (anillo fibroso), y CEP (placa terminal cartilaginosa). Figura de elaboración 

propia (Biorender®). 

1.2.1 Núcleo Pulposo 

El núcleo pulposo (NP) conforma la parte interna del disco (Figura 4), posee consistencia 

de gel y está formado principalmente por agua en un 70-90%, colágeno tipo II y proteoglicanos 

(agrecano, ácido hialurónico y pequeños proteoglicanos ricos en leucina). El núcleo pulposo 

separa las dos vértebras distribuyendo la presión en las placas terminales cartilaginosas 

adyacentes. Las moléculas de proteoglicanos presentes en esta estructura están dotadas de carga 

negativa, y juegan un papel fundamental en la retención de agua, lo cual contribuye a mantener 
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un alto nivel de hidratación en el disco intervertebral, permitiendo resistir a deformaciones 

reversibles, especialmente relacionadas con la compresión. Sin embargo, se ha observado que 

el envejecimiento produce una disminución en la presencia de estos proteoglicanos y de la 

capacidad de retención de agua.  

Desde un punto de vista celular, el núcleo pulposo está compuesto por células notocordales 

y células similares a condrocitos (llamadas condrocitos-like). Como se ha mencionado 

anteriormente, la función principal del núcleo pulposo radica en su capacidad para soportar 

cargas compresivas sin sufrir colapso, asegurando una distribución equitativa de estas cargas 

hacia otros componentes del disco intervertebral y a lo largo de la columna vertebral. Las 

células del núcleo pulposo obtienen energía principalmente del proceso metabólico de la 

glucólisis.  

1.2.2 Anillo Fibroso  

El anillo fibroso (AF) es la parte externa con forma anular que recubre la parte interna del 

disco y la protege (Figura 4). Su estructura está formada por hebras de colágeno cuya 

disposición en capas concéntricas da fuerza y estabilidad al disco intervertebral. El anillo 

fibroso es una estructura más rígida en comparación con el núcleo pulposo, y principalmente 

está compuesto de colágeno tipo I, proteoglicanos agregados y no agregados, que contiene un 

alto porcentaje en agua (60-80%).  

Desde un punto de vista estructural, el anillo fibroso está compuesto aproximadamente de 

15 a 25 anillos dispuestos de forma concéntrica que contienen fibras de colágeno dispuestas de 

forma oblicua entre ellas.  

Además de esta red de colágeno, se encuentra presente una red de fibras de elastina que 

contribuyen a conformar la estructura del AF. Se ha observado que el AF interno exhibe una 

mayor concentración de glucosaminoglicanos en comparación con el AF externo, y también 

presenta una menor densidad celular. Las células del AF han sido caracterizadas como 

fibroblastos de morfología alargada con prolongaciones citoplasmáticas extensas. Sin embargo, 

con el proceso de envejecimiento, la morfología celular puede variar, volviéndose más 

redondeadas y adquiriendo una naturaleza similar a la de los condrocitos. 
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1.2.3 Placas terminales cartilaginosas 

En la parte más externa del disco intervertebral, se encuentran las placas terminales 

cartilaginosas (CEP) formando una capa horizontal delgada (1mm de espesor 

aproximadamente) (Figura 5), compuesta por fibras de colágeno orientadas horizontalmente y 

paralelas a las vértebras. Esta estructura supone la vía principal por la cual llegan los nutrientes 

entre los capilares y las células discales mediante difusión y separan el núcleo pulposo y el 

anillo fibroso del cuerpo vertebral adyacente.  

El agua constituye el 58% del peso total del CEP, mientras que el porcentaje de peso en 

seco de glucosaminoglicanos sulfatados (s-GAG) representa el 17% y el de colágeno oscila 

entre el 60% y el 80% del peso en seco [6]. Desde un punto de vista estructural, las células del 

CEP presentan similitudes morfológicas con las células del cartílago hialino articular, y al igual 

que este tejido, la placa terminal también se caracteriza por estar formada de condrocitos 

inmersos en una matriz extracelular rica en agrecano y colágeno tipo II [6].  

 

Figura 4. Disco intervertebral sano.  

Estructura del disco intervertebral sano, imagen tomada de una muestra de sujeto sano previa al protocolo de 

extracción celular. Anillo fibroso (AF); Núcleo pulposo (NP). Imagen de archivo propio.  

Los nutrientes difunden por gradiente de concentración desde los capilares pasando por las 

placas terminales cartilaginosas hasta las células de disco internas, donde los productos de 

desecho viajan en dirección totalmente opuesta, lo cual genera un aporte de nutrientes limitado 

y niveles de acidez más altos [7]. Además, la característica única del disco intervertebral, es 
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que el núcleo pulposo está aislado del sistema nervioso, convirtiendo al disco intervertebral en 

un órgano inmune privilegiado [3]. Con el paso de los años, el CEP comienza a calcificarse, lo 

cual merma el suministro de nutrientes hacia el núcleo pulposo.  

 

Figura 5. Composición del disco intervertebral a nivel tisular y anatómico.  

En la figura podemos ver una representación gráfica de las partes que forman el disco intervertebral, junto con 

la correspondiente histología de cada tejido. Figura adaptada de Kirnaz et al (2022) [8].  

1.2.4 Matriz extracelular en el disco intervertebral  

La matriz extracelular (ECM) es una estructura compuesta por cientos de proteínas. En el 

caso del disco intervertebral, la matriz está compuesta principalmente de colágenos, 

proteoglicanos y proteínas no colágenas [9]. En el caso del núcleo predomina el agua y los 

proteoglicanos, mientras que en el caso del anillo fibroso predomina el colágeno y el agua 

(Figura 6).  
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Figura 6. Porcentaje de composición de la matriz extracelular en el núcleo pulposo (NP) y anillo fibroso (AF) 

de disco intervertebral sano. 

En la figura podemos observar los diferentes porcentajes de agua (80% NP, 70% AF), proteoglicano (15% NP, 5% en 

AF), colágeno (4% NP, 21% AF), elastina (0,40% NP, 0,60%AF) y otros componentes. Imagen de elaboración propia.  

1.2.4.1 Colágenos 

Los colágenos son los principales componentes de la matriz y confieren a las células 

soporte mecánico. Los colágenos poseen la capacidad de actuar en los receptores de membrana 

(integrinas) y regulan diferentes procesos como la migración, proliferación y diferenciación de 

las células [10]. 

Existen tres tipos de colágenos: fibrilares (tipos I, II, III, V y XI), formadores de red (IV y 

VI) y asociados a fibrillas con triple hélice (colágeno tipo IX) [11].  Los colágenos fibrilares se 

encuentran en su mayor parte en forma de heterotrímeros, aunque también se pueden encontrar 

como homotrímeros para formar fibras de colágeno.  

La principal parte de la matriz fibrilar del disco está constituida por los subtipos de 

colágeno I y II, y en menor cantidad los subtipos III, V, VI, IX y XI [12,13]. El subtipo II se 

encuentra principalmente en el núcleo pulposo y en la placa cartilaginosa terminal. El núcleo 

pulposo se encuentra formado por fibras dispuestas con una orientación al azar [14]. Por lo que 

respecta al anillo fibroso, está formado principalmente por colágeno tipo I en su parte externa, 

mientras que la parte interna posee en mayor abundancia el tipo II. Durante el desarrollo del 

tejido del anillo fibroso, las fibras se posicionan formando láminas orientadas en red [15]. 

Cuando existe una degeneración de disco intervertebral, algunos tipos de colágeno pueden 

cambiar a otros, como es el caso del II que transiciona a I [16]. Además, cuando se produce la 

degeneración se puede ver un cambio en la distribución de éstos, acumulándose más el subtipo 

I en el núcleo pulposo y en el anillo interno y el subtipo II en la parte externa del anillo [17].  
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1.2.4.2 Proteoglicanos 

Los proteoglicanos son moléculas que juegan un papel importante en el correcto 

funcionamiento de los discos intervertebrales. Son macromoléculas formadas por proteínas y 

cadenas de glucosaminoglicanos. El proteoglicano más abundante que existe en los discos 

intervertebrales es el agrecano. Éste es responsable de la capacidad de retención de líquidos 

debido a su densidad de carga fija [16]. Ésta es otorgada por la cantidad de grupos de carga 

negativa en su estructura, como grupos sulfato y carboxilo. La alta densidad de carga fija capacita 

al agrecano para atraer y mantener moléculas de agua en la matriz del disco, lo que contribuye a 

preservar la elasticidad y resistencia de los discos [16].  

 El agrecano puede agregarse a lo largo de cadenas de ácido hialurónico por enlace proteico. 

Este enlace muestra afinidad tanto por el ácido hialurónico como por el agrecano (en concreto el 

dominio G1 de su núcleo), y estabiliza las interacciones entre ellos, protegiendo de la degradación 

en condiciones catabólicas [18,19].  

A medida que el disco envejece y degenera, el agrecano se escinde en fracciones que pierden 

la capacidad de agregarse, y por tanto reduce la capacidad de hidratación del disco intervertebral 

[20].  

La malla de fibras de colágeno en el núcleo pulposo normal atrapa a los agregados de 

agrecanos y junto con los proteoglicanos polianiónicos favorecen la retención del agua, el 

mantenimiento de la homeostasis y la estabilidad del disco intervertebral contra la carga por 

compresión [21]. 

Entre otros proteoglicanos de gran dimensión, nos encontramos con el versicano, que tiene 

un rol importante en la división, adhesión o la diferenciación de la matriz. Su expresión es mucho 

mayor en disco que en cartílago articular y predomina sobre todo en el núcleo pulposo, actuando 

como protector al promover la proliferación y adhesión de las células del núcleo [22].  

En la matriz extracelular se encuentran también otro tipo de proteoglicanos pequeños ricos 

en leucina, como la decorina, el biglicano, la fibromodulina y el lumicano, que contribuyen al 

ensamblaje de la matriz mediante la unión a otras proteínas de la matriz como los colágenos [23].  

1.2.4.3 Fibras elásticas 

La composición de estas fibras consiste en un núcleo central compuesto de elastina. 

Dicha elastina está rodeada de microfibrillas de fibrilina, proteínas de unión al factor de 
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crecimiento transformante beta (TGF-β) latentes y microfibrillas asociadas a glicoproteínas 

[24]. En el anillo fibroso, las fibras elásticas se ordenan en la misma dirección que las fibras de 

colágeno (láminas) formando en su conjunto una red integrada [25].  

1.3  LA DEGENERACIÓN DE DISCO INTERVERTEBRAL  

El dolor lumbar es una de las principales causas de discapacidad con un coste social y 

económico creciente [26,27]. Según los datos recogidos en el Estudio de la Carga Global de 

Enfermedades 2021 ("Global Burden of Disease Study 2021"), la incidencia de esta dolencia 

alcanza alrededor de 619 millones de individuos a nivel mundial. Basándose en estas cifras, se 

prevé un aumento significativo que llevaría esta cantidad a 843 millones para el año 2050 [27]. 

Como podemos ver en la Figura 7, la tasa de prevalencia estandarizada por edad más alta en 

2020 fue en Europa central, seguida del este de Europa y Australia. Debido a ello, el dolor 

lumbar es considerado un problema de salud pública creciente de suma importancia para la 

población. Aproximadamente entre el 70% y el 85% de la población occidental sufre estos 

síntomas a lo largo de su vida [28] y esto no es solo incapacitante para las personas, sino que 

se convierte en una carga para el sistema sanitario, la economía y la sociedad en general [29]. 

El dolor lumbar es una de las principales causas de discapacidad, siendo su prevalencia incluso 

más alta que la depresión mayor, la diabetes y las enfermedades cardíacas [30].  

 

Figura 7. Prevalencia estandarizada del dolor lumbar por país en 2020.  

Prevalencia mundial del dolor lumbar en el año 2020. Análisis recogido del “Global Burden of Disease 2021”. 

Imagen libre: Creative Commons CC-BY license, extraída de [31].  
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El dolor lumbar es causado principalmente por la degeneración de disco intervertebral 

(DDI), una afección musculoesquelética crónica [32]. El deterioro de los discos conlleva la 

pérdida de su capacidad para funcionar correctamente, lo que desencadena la DDI. Entre los 

síntomas más relevantes de esta degeneración se encuentran el dolor de espalda, la rigidez y la 

reducción de la movilidad, aspectos que pueden limitar significativamente el bienestar del 

paciente. 

La DDI es una enfermedad compleja debida a múltiples procesos que pueden causar un 

dolor de espalda crónico y otras complicaciones. Este trastorno generalmente lleva asociado 

alteraciones metabólicas y estructurales del disco [2]. La DDI está caracterizada por un daño de 

las placas terminales cartilaginosas, comprometiendo la nutrición tanto del núcleo pulposo 

como del anillo fibroso. Esto perturba el metabolismo celular llevándolo a procesos catabólicos, 

como la degradación de la matriz, y otros cambios de los tejidos como fibrosis o la pérdida de 

masa en el disco [2]. En este escenario, la respuesta inflamatoria también juega un papel 

importante en la DDI. El deterioro de los discos intervertebrales, supone la liberación de 

mediadores inflamatorios, entre ellos citoquinas y enzimas proteolíticas, en las proximidades 

de los mismos. Estos factores proinflamatorios activan células inmunitarias y no inmunes, 

originando una respuesta inflamatoria a nivel local [33] . Este tipo de inflamación a largo plazo 

termina por cronificarse y dañar aún más los discos intervertebrales y las estructuras adyacentes 

a los mismos, produciendo una mayor degeneración de los discos intervertebrales.  

La causa precisa de esta enfermedad es desconocida, pero hay múltiples factores que 

intervienen en su aparición, como la edad, la genética, el esfuerzo mecánico, traumatismos, el 

tabaquismo, la obesidad y la inflamación. En los últimos años se han incrementado los esfuerzos 

para desarrollar tejidos basados en biomateriales como estrategia de regeneración celular para 

la enfermedad de DDI [34]. Aunque su desempeño en entornos clínicos ha sido muy limitado 

y por lo tanto la necesidad de una investigación más exhaustiva sobre los mecanismos 

subyacentes de la enfermedad sigue siendo una prioridad [35]. Esto es aún más importante 

cuando actualmente solo existen opciones limitadas de terapia quirúrgica que lamentablemente 

solo mejoran los síntomas clínicos a corto plazo [36].  
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1.3.1 Escala Pfirmann 

Para evaluar el grado de degradación de los discos intervertebrales, se utiliza habitualmente 

la escala de Pfirmann, en la que, mediante imágenes de resonancia magnética evalúa el grado 

de degradación. Esta escala, que clasifica de manera sistemática y objetiva la degeneración 

discal en 5 grados de severidad, siendo el I el disco sano, y el grado V el disco en su estado más 

degenerado (Figura 8). Los discos degenerados utilizados en esta tesis eran clasificados, según 

esta escala en grados IV y V de degeneración. Conforme avanza el grado de degeneración, las 

estructuras del disco intervertebral se van perdiendo (Figura 9), hasta llegar a un punto en el 

que las partes del disco casi no se diferencian entre sí (Figura 9D).  

 

Figura 8. Escala de Pffirman representada con resonancias magnéticas de paciente.  

Las imágenes se obtuvieron de pacientes con DDI, obteniendo sus consentimientos informados correspondientes.  
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Figura 9. Discos intervertebrales procedentes de cadáveres seccionados en plano sagital medio.  

(A)Disco sano procedente de paciente de 35 años. (B) Disco maduro de paciente de 47 años. (C) Disco de paciente 

de 31 años de edad. (D) Disco joven degenerado gravemente (31 años). (E)Disco inducido al prolapso en 

laboratorio. Los discos de la A a la D corresponden a la escala de degeneración de disco intervertebral. Imagen 

adaptada de Adams et al.2006 [37].  
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1.4 CAMBIOS EN LA MATRIZ EXTRACELULAR EN LA DEGENERACIÓN DE DISCO 

INTERVERTEBRAL 

La matriz extracelular puede verse influenciada por varios factores como son la nutrición, 

la sobrecarga mecánica y la diabetes, entre otros. Estos factores causan un cambio en la 

homeostasis de la misma y, por lo tanto, esto se traduce en lesiones en las células de disco. La 

degeneración discal viene acompañada de una transformación primaria de las células del núcleo 

pulposo tipo notocordales a tipo condrocitos [38]. 

 

Figura 10. Representación de los cambios de composición según el estado patológico del disco intervertebral.  

(A) Disco intervertebral sano: las células del disco producen una cantidad comedida de citoquinas y quimiocinas 

que mantienen la homeostasis del mismo de forma paracrina y autocrina. Las células de NP están formadas por 

un alto contenido de proteoglicanos, las células de AF están alineadas y los vasos sanguíneos del CEP intactos. 

(B) Disco degenerado: las células se rodean en este caso de un entorno catabólico. Las citoquinas son expresadas 

por las propias células del disco. El número de los vasos sanguíneos del CEP aumenta, la cantidad de 

proteoglicanos del NP disminuye y hay una pérdida de la alineación de las células de AF. (C): Disco herniado 

con fisura en el CEP: Cuando se origina una lesión o degeneración de disco, las células inmunitarias migran 

hacia el disco intervertebral. Las células inmunitarias, incluidas las células T, las células B, los macrófagos, los 

neutrófilos y los mastocitos, contribuyen a un ambiente inflamatorio dentro del disco, lo que aumenta aún más la 

expresión de citoquinas y quimiocinas y contribuye a un círculo vicioso de catabolismo impulsado por la 

inflamación. Se produce el crecimiento de vasos sanguíneos. Imagen reproducida con permisos de Bermudez-

Lekerika et al. Imagen libre: Creative Commons CC-BY license [39].  
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El correcto mantenimiento estructural de las células de disco intervertebral es muy 

importante para el correcto mantenimiento de la matriz, ya que afecta a su composición [40,41]. 

Además de los cambios estructurales mencionados anteriormente, durante la degeneración se 

observa un notable aumento en la expresión de una gran cantidad de citoquinas derivadas del 

núcleo durante la degeneración (Figura 10), que a su vez aumentan la expresión de proteasas 

que participan en la remodelación de la matriz (Figura 11) [42,43].  

1.4.1 Metaloproteinasas de la matriz (MMPs) 

Las metaloproteinasas (MMPs) entran dentro de la categoría de endopeptidasas 

dependientes de calcio que poseen zinc. En total, a día de hoy, se conocen 23 MMPs diferentes, 

clasificadas en: colagenasas, gelatinasas, estromelisinas, matrilisinas, MMP tipo membrana y 

otros tipos no clasificados [44,45]. Las metaloproteinasas de tipo colagenasa (MMP1, MMP8, 

MMP13 y MMP18) se encargan de escindir principalmente colágenos fibrilares y las 

gelatinasas (MMP2 y MMP9) degradan aquellos colágenos que están desnaturalizados, como 

las gelatinas y laminina. Por otro lado, existen las estromelisinas (MMP3, -19 y -11) que se 

encargan de la proteólisis de proteoglicanos, gelatinas y colágenos y las matrisilinas (MMP7 y 

-26) que actúan sobre el agrecano [45]. Por último, las metaloproteinasas tipo membrana 

(MMP14, -17, -24, y -25) se encuentran en la membrana plasmática y participan en la 

transducción de vías de señalización y activación de otras MMP. El resto de metaloproteinasas 

no están clasificadas, pero igualmente participan en la degradación de los componentes de la 

matriz extracelular.  

En condiciones fisiológicas, las metaloproteinasas se expresan en niveles bajos. No 

obstante, durante procesos de reparación o inflamación, se observa un aumento significativo en 

la expresión de estas enzimas [44]. Este fenómeno se ejemplifica en el tejido del disco 

intervertebral, donde los niveles de metaloproteinasas son notablemente inferiores en discos 

sanos en comparación con discos degenerados [46]. De hecho, los niveles de MMPs aumentan 

proporcionalmente al nivel de degeneración de disco intervertebral [47]. La presencia de la 

expresión de MMPs en el disco intervertebral degenerado ha sido observada en varios modelos 

animales, estableciéndose una conexión que permite anticipar el grado de severidad de la 

degeneración. Esta predicción se basa en la correlación existente entre los niveles de 

metaloproteinasas y la intensidad de la degeneración [48,49].  
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Cuando la presión soportada por el disco intervertebral se incrementa, el núcleo pulposo 

responde generando niveles elevados de MMPs. En concreto, se ha observado un aumento en 

la MMP13 debido a la presión sostenida en el disco intervertebral, lo que desencadena el estado 

catabólico en ese tejido [50]. Además de la presión, el entorno inflamatorio también contribuye 

al incremento de expresión de determinadas MMPs [51]. Algunas citoquinas inflamatorias 

tienen la capacidad de inducir el poder hidrolítico de la  MMP2, aumentando la expresión de 

las metaloproteinasas de tipo membrana [52].  

El estrés oxidativo y la aparición de especies reactivas del oxígeno tienen relación con la 

sobreactivación de las metaloproteinasas [53]. Experimentos en células de núcleo pulposo 

tratadas con peróxido de hidrógeno, han demostrado un incremento en la expresión de MMP1, 

MMP3 y MMP9 [54]. Se ha descrito recientemente que el estrés oxidativo produce una 

reducción de proteínas antioxidantes (FOXO) y un aumento de la MMP13 lo cual promueve el 

estado catabólico del disco [55].  

Hoy en día se están estudiando numerosas terapias dirigidas para tratar la degeneración de 

disco usando como diana las MMPs. Ejemplos de ello son el uso de ácido ferúlico como diana 

para la MMP3 [56], o bien el miR-29a dirigida a la MMP2 [57], ambos utilizando hidrogeles 

como método de suministro de estas moléculas.  

1.4.2 Desintegrinas y metaloproteasas con motivos de trombospondina  

Existe otra familia de metaloproteasas que contienen trombospondina en su dominio, son las 

llamadas desintegrinas y metaloproteasas con motivos de trombospondina (ADAMTS). Estas 

proteínas tienen la capacidad de unirse a los componentes de la matriz extracelular y promover la 

proteólisis de la misma [58]. Dependiendo de su función y unión a sustratos se clasifican en: 

hialectanasas (ADAMTS1, -4, -5, -8, -9, -15 y -20) que se unen a los proteoglicanos; N-

propeptidasas de procolágeno (ADAMTS2, -3 y -14) que se dirigen a los colágenos I, II y III; 

ADAMTS13 escinde el factor de von Willebrand, relacionado con la coagulación; y el resto de 

ADAMTS no están clasificadas por desconocimiento de su función [9].  

En la degeneración de disco, las hialectanasas juegan un papel muy importante, ya que son 

las encargadas de degradar el agrecano, que es uno de los proteoglicanos degenerados asociados 

a la enfermedad [59]. Durante el proceso de degeneración de disco, ADAMTS1, -4, -5, -9 y -

15 se acumulan y participan en la modificación de la matriz extracelular [60]. Se ha demostrado 

que el tratamiento con citoquinas inflamatorias aumenta la expresión de ADAMTS5 a través 
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de sindecán-4, aumentando la progresión de la degeneración de disco [61]. También, en 

modelos animales de compresión se ha visto un incremento de ADAMTS4 y -5 [62].  

 

Figura 11. Esquema gráfico sobre la implicación de las MMPs y ADAMTSs en la degeneración de disco.  

Figura de elaboración propia (Biorender®). 

 

1.4.3 Proteasas de serina 

 Las proteasas de serina también se han descrito como moléculas involucradas en la 

patogénesis de la degeneración de disco intervertebral. La plasmina, una de las proteasas de 

serina encargadas de degradar el disco intervertebral, se produce a través de plasminógeno y 

degrada la fibrina del disco. Esta degradación propicia la patogénesis del disco intervertebral 

y afecta a la estructura del disco [63].  

 La proteasa nexin-1 (PN-1) también conocida como miembro 2 de la familia de las serpinas 

E (SERPINE2) es un inhibidor de proteasa de serinas que pertenecen a la superfamilia de las 

serpinas [64].  El grupo de Wu et al., describió que la proteasa nexin-1 se expresa en el disco 

intervertebral y su expresión aumenta durante el proceso de degeneración. Este mismo grupo 

pudo demostrar que la SERPINE2 es capaz de inhibir la activación de las MMPs y ADAMTS a 

través de la vía de señalización regulada por quinasas extracelulares 1/2 / factor nuclear 

potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B activadas (ERK1/2/NFκB) [64]. 
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1.5  FACTORES DE RIESGO Y DESENCADENANTES DE LA DEGENERACIÓN DE DISCO 

INTERVERTEBRAL 

La enfermedad de degeneración de disco intervertebral, se ve afectada por una serie de 

factores que pueden desencadenar su inicio y perpetuar su gravedad. Entre ellos podemos 

encontrar factores mecánicos, biológicos, inflamatorios y metabólicos, teniendo un papel 

fundamental el sobrepeso y los procesos inflamatorios (Figura 12).  

 

Figura 12. Principales factores de riesgo y desencadenantes de la enfermedad de degeneración de disco 

intervertebral.  

Figura de elaboración propia (Biorender®). 

1.5.1 Factor mecánico 

La carga y descarga repetida de la columna vertebral puede provocar el desgaste y 

degeneración de los discos. Actividades técnicas de levantamiento inapropiadas, malas 

posturas, actividades deportivas o relacionadas con el trabajo, ejercen una tensión repetitiva 

sobre la columna vertebral que acaban generando un sobreesfuerzo y malfuncionamiento de los 

discos [65]. La obesidad es un factor que influye por el aumento de carga mecánica, además 

del aumento en la producción de adipoquinas y el factor de riesgo inflamatorio [66] .  
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Figura 13. Función de resistencia del agrecano y el colágeno en el disco intervertebral.  

Representación del núcleo pulposo con agregados de proteoglicanos en una fibra de colágeno. Los agregados de 

proteoglicanos se representan como una molécula de hialuronato central (línea discontinua) sustituida con 

moléculas de agrecano que poseen una proteína de núcleo central (línea abierta) y cadenas laterales de 

glucosaminoglicano sulfatado (línea continua). Figura adaptada de Adams et al. 2006 [37]. 

 

El agrecano es el proteoglicano más abundante en el disco intervertebral, y junto con los 

glucosaminoglicanos aniónicos (sulfato de condroitina y sulfato de queratán), otorgan al disco 

intervertebral propiedades osmóticas que permiten la resistencia a la compresión (Figura 13). 

El núcleo y su alto contenido de agua hace que este tejido sea muy gelatinoso y la parte externa 

del anillo actúe como contenedor del mismo. Con el paso del tiempo y aumento de la edad, el 

porcentaje de agua se ve disminuido, especialmente en la parte interna (núcleo) lo que hace que 

la resistencia del disco intervertebral se vea reducida notablemente y por ende la resistencia a 

la compresión del mismo [37].  
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Figura 14. Representación esquemática de la estructura y cambios en la función sensorial del sistema nervioso 

en la degeneración de disco intervertebral.  

La estructura y la función del sistema nervioso se ven afectadas por la degeneración de disco intervertebral. En 

primer lugar, la hernia de disco produce daño e inflamación de los nervios afectados. En segundo lugar, se 

produce un crecimiento de los nervios en el disco degenerado que aumenta el nivel de moléculas nociceptivas en 

las terminales sensoriales. Por último, podemos ver en la figura que, bajo estimulación mecánica y 

proinflamatoria, la vía de transmisión del dolor exhibe un estado funcional sensibilizado y, en última instancia, 

conduce a dolor lumbar. PLL: Ligamento longitudinal posterior. ALL: Ligamento longitudinal anterior; AF: 

Anillo fibroso; NP: núcleo pulposo; ECM: Matriz extracelular; DRG: Ganglio de la raíz dorsal. CEP: Placa 

terminal cartilaginosa. Figura traducida de Zhang et al. 2021 [67].   

 

La comprensión mecánica causada por los discos herniados puede causar daños e 

inflamación en las terminales nerviosas o de la medula espinal (Figura 14). Durante la 

degeneración de disco se produce un proceso de crecimiento de las terminales nerviosas que 

aumentan los niveles de sustancias nociceptivas en las terminales sensoriales, que conlleva a 

un aumento del dolor lumbar [67]. 

1.5.2 Lesiones traumáticas 

La DDI puede surgir a consecuencia de una reparación incompleta tras una lesión 

traumática. Estudios comparativos entre individuos sanos y aquellos que han experimentado 

traumatismos en la columna revelan una mayor degeneración discal en los últimos, con un 

proceso degenerativo acelerado [68]. Cuando se produce un traumatismo en los discos, se 

liberan factores de crecimiento como son el factor de crecimiento de fibroblastos (FGF) y el 
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TGF-β1 que juegan un papel crucial al estimular el crecimiento de vasos sanguíneos hacia el 

interior del disco. Por otro lado, los mastocitos, al liberar el factor de crecimiento nervioso 

(NGF), actúan como inductores del crecimiento nervioso [68]. A consecuencia de esto, se puede 

ocasionar herniación (salida del material discal) debido a las fisuras del anillo, desencadenando 

dolor discogénico como resultado de la estimulación de fibras nerviosas, tanto las preexistentes, 

como las de nueva formación [68].  

1.5.3 Envejecimiento 

Como ya hemos comentado, los nutrientes llegan al disco intervertebral mediante una red 

de capilares en la CEP. A partir de la primera década de vida este sistema comienza a 

deteriorarse por la calcificación progresiva que sufre el CEP [69]. Además, otros procesos 

asociados con la edad y el envejecimiento, como es la senescencia celular, se consideran 

mecanismos que inducen la DDI [70].  A pesar de no haber establecido una relación directa de 

causa y efecto, se ha observado una estrecha asociación entre la acumulación de senescencia en 

las células del disco, particularmente en el núcleo pulposo, y la reducción significativa de su 

capacidad de autorreparación. Este proceso se ve agravado por un estado proinflamatorio, un 

aumento en el catabolismo celular y una mayor actividad en la vía de la glucólisis anaerobia, lo 

cual desencadena un aumento en la producción de lactato [69].   

Como proceso lógico de envejecimiento, la senescencia podría ocasionar que la capacidad 

de replicación y reparación se viese mermada, lo cual se agravaría por la falta de factores de 

crecimiento, lactato y procesos inflamatorios. Junto a este proceso, otros factores como la 

avascularidad y la sobrecarga mecánica agravan de forma natural la enfermedad [69].     

1.5.4 Genética 

Investigaciones exhaustivas sobre la degeneración del disco intervertebral han revelado un 

panorama complejo en el que, además de los factores ambientales, el componente genético 

ejerce una influencia significativa en el desarrollo de esta enfermedad. Los estudios recopilados 

hasta el momento han sugerido que la degeneración del disco intervertebral es una condición 

influenciada por la genética, marcando así un importante aspecto en su etiología. 

Un análisis donde se compararon las similitudes entre gemelos idénticos (compartiendo el 

100% de su información genética) y no idénticos (compartiendo el 50% de sus genes), ha 
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evidenciado una marcada influencia genética en la degeneración y progresión de la enfermedad 

del disco intervertebral. Estos estudios han indicado una probabilidad de heredabilidad del 

orden del 75 % en mujeres del Reino Unido y Australia, mientras que en hombres finlandeses 

las estimaciones oscilan entre un rango de 30 % y 55 % [71–73]. A pesar de que aún no se ha 

dilucidado completamente cómo las variaciones genéticas inciden precisamente en el desarrollo 

de la degeneración del disco intervertebral, investigaciones específicas han señalado la 

correlación de polimorfismos genéticos, como los de los genes COL1A1, COL9A2, COL11A1, 

VDR y agrecano, con esta condición [74]. Estos hallazgos indican una posible relación entre 

ciertos perfiles genéticos y la susceptibilidad a la degeneración discal, aunque el mecanismo 

exacto aún requiere una mayor clarificación mediante estudios funcionales adicionales. 

1.5.5 Consumo de tabaco y alcohol  

Varios estudios han destacado la notable influencia del tabaquismo y el consumo de alcohol 

en el desarrollo de la DDI [75]. El tabaquismo se ha vinculado con ciertas enzimas, como la 

tetramérica triptasa, la cual podría acelerar el proceso de DDI mediante el desencadenamiento 

de cambios epigenéticos en las células de disco intervertebral [76]. Además, investigaciones 

sobre la incidencia de DDI y el tabaquismo han confirmado una conexión evidente entre ambos 

factores [66]. Estos descubrimientos resaltan el efecto nocivo que el tabaco y el alcohol tienen 

sobre la salud de los discos intervertebrales. La consideración de estos factores de riesgo 

modificables es fundamental para prevenir y manejar la DDI. Sin embargo, se necesita una 

investigación más exhaustiva para comprender completamente los mecanismos mediante los 

cuales el tabaquismo y el alcohol contribuyen a la DDI [66].  

1.5.6 Cambios metabólicos en el disco intervertebral.  

El estado metabólico del disco intervertebral y el cartílago articular circundante está muy 

relacionado al suministro de nutrientes que reciben. Como mencionamos anteriormente, los 

nutrientes llegan al NP y a las zonas avasculares por difusión a partir de la placa terminal 

cartilaginosa. Esta placa es nutrida mediante una red vascular, que a medida que la degeneración 

del disco avanza, se ve reducida (Figura 15) [77]. 

Las células del disco son extremadamente sensibles a la ausencia de suministro de glucosa 

y a la acumulación de ácido láctico [78]. Las células notocordales, conforme van madurando, 
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cambian sus necesidades en términos nutricionales. Cuando las células maduran a núcleo 

pulposo, se vuelven mucho más sensibles a los cambios y a la deprivación de nutrientes, esto 

puede verse incluso incrementado debido a la edad y otras enfermedades concomitantes [79].  

La parte del disco que más sufre la ausencia de aporte nutricional es el núcleo pulposo, que 

desde estados de degeneración temprana tiene que adaptarse a situaciones de hipoxia, ausencia 

de nutrientes y glucólisis anaerobia, lo que en consecuencia se traduce en un aumento de la 

concentración de lactato y cambios en el pH. Estos cambios generan en su conjunto una pérdida 

de la correcta función del disco y de la síntesis de la matriz extracelular, contribuyendo así al 

proceso de degeneración [2].  

 

Figura 15. Anatomía y fisiopatología del disco intervertebral degenerado y sano.  

En la parte izquierda de la imagen se pueden ver los elementos que conforman el disco intervertebral sano, 

mientras que en la parte derecha se observan la anatomía del disco en degeneración, que supone una pérdida de 

la matriz extracelular debido al estado catabólico del disco, una calcificación y erosión de la placa terminal 

cartilaginosa, estado inflamatorio, aumento de vascularización, crecimiento nervioso y formación de osteofitos. 

Imagen adaptada de Lu et al. [80].  

 

Algunas enfermedades concomitantes pueden agravar la degeneración de disco 

intervertebral. Es el caso de pacientes con diabetes mellitus [81], en el que las células del núcleo 

pulposo cambian su contenido en aminoácidos, además de potenciar la actividad de enzimas 

relacionadas con el metabolismo de los hidratos de carbono, lo cual genera que el proceso de 

síntesis de proteoglicanos sea defectuoso y su capacidad de retención hídrica se vea perjudicada 

[82].   
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Cualquier situación que cause cambios mecánicos o afecte a la difusión de sustancias puede 

perturbar el metabolismo o el ya limitado suministro de nutrientes, acelerando así el proceso de 

DDI.  Las alteraciones en la estructura del CEP afectan negativamente a la nutrición celular del 

disco, promoviendo el metabolismo anaeróbico, la producción de lactato. La producción de 

lactato debido al metabolismo anaeróbico en el disco intervertebral genera estrés en las células, 

lo que conduce a la degradación de la matriz extracelular esencial para su correcto 

funcionamiento. Esta situación puede desencadenar la apoptosis, un proceso de muerte celular 

programada, en las células del disco [84]. 

1.5.7  Obesidad como proceso inflamatorio: Influencia de las adipoquinas en la 

degeneración de disco intervertebral.  

La obesidad genera una presión mecánica adicional que los discos intervertebrales deben 

soportar, lo cual es un agravante en términos mecánicos para la integridad de la estructura de 

los discos. Tradicionalmente, el tejido adiposo era meramente considerado como una reserva 

pasiva de energía y sistema de protección contra la pérdida de calor. Sin embargo, a día de hoy, 

sabemos que su función es más amplia. Existe también una pérdida de la homeostasis en esta 

condición, que hace al organismo con exceso de peso secretar mayor cantidad de adipoquinas 

por parte del tejido adiposo. La obesidad está considerada como una enfermedad metabólica e 

inflamatoria que afecta de forma severa a la homeostasis del disco intervertebral [85]. Los 

cambios en el microambiente del disco producen inflamación tisular que podría desencadenar 

procesos como la apoptosis celular, la autofagia y consecuentemente la ruptura de la matriz 

[86]. De hecho parece ser un factor mucho más importante que la edad o el sexo, ya que se han 

descrito que pacientes jóvenes con obesidad tienen un mayor riesgo de degeneración de disco, 

que los pacientes que desarrollan obesidad en la mediana edad (40-45 años) [87]. 

1.5.7.1 ADIPOQUINAS  

 Las adipoquinas han sido descritas ampliamente por tener un papel muy importante en la 

respuesta inmune e inflamatoria [88]. Además, estos péptidos de bajo peso molecular son 

capaces de contribuir a procesos degenerativos e inflamatorios en la matriz extracelular del 

disco intervertebral [89]. 
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Leptina  

La leptina fue descubierta en 1994 y su identificación cambió la forma de entender el tejido 

adiposo como un mero tejido de reserva a un tejido con capacidad endocrina [90]. La leptina 

está principalmente producida por el tejido adiposo blanco, pero también se expresa en  otros 

tipos de tejidos adiposos como el marrón o el medular e incluso por células cartilaginosas y 

células de disco intervertebral, entre otras [91–94].  

Las propiedades anorexigénicas de la leptina la convierten en un regulador clave del apetito 

y del gasto energético al activar su receptor (LepR) [95], actuando a través del eje hipotálamico. 

Es por ello que, mutaciones en el gen de la leptina o en su receptor pueden ser responsables del 

desarrollo de la obesidad [96]. De hecho, la obesidad conlleva alteraciones en la señalización 

del receptor de la leptina, lo que se conoce como resistencia a la leptina [97].  

Por otro lado, se ha descrito que la leptina tiene una implicación en la homeostasis de los 

tejidos del disco intervertebral de forma directa (a través de su receptor) o de forma indirecta (a 

través de citoquinas que son inducidas por la leptina) (Figura 16) [98]. Estudios in vitro 

realizados en células aisladas de NP y AF bovinos, estimuladas con leptina, revelaron aumentos 

significativos en los niveles de MMP3 y MMP9 [99]. Asimismo, se observó un incremento de 

MMP7, MMP11 y factor de necrosis tumoral alfa (TNFα) en las células de AF, mientras que 

en las células de NP se registró un aumento en la expresión de agrecanasas, interleuquina 6 (IL-

6) y TNFα. Estos hallazgos sugieren fuertemente que la leptina podría desempeñar un papel 

relevante en los procesos degenerativos del disco intervertebral, así como potenciar los procesos 

inflamatorios en curso [99].  

Del mismo modo, en el líquido sinovial de pacientes con artrosis (OA) se ha descrito una 

correlación directa entre los niveles de leptina y los niveles de MMP1 y MMP3 [100]. En 

condrocitos, la estimulación con leptina sola y en combinación con el estímulo inflamatorio IL-

1β, aumentaban los niveles de MMP1, MMP3 y MMP13 [100].  

En un estudio con ratones jóvenes sin el gen para el receptor de leptina, se demostró que, 

en particular las hembras de ratón, desarrollaban alteraciones en la columna vertebral, con 

cambios morfológicos en las células notocordales [101]. Este hecho, sugiere una proliferación 

y diferenciación retardada en las células del disco intervertebral. El papel de la leptina y su 

receptor en disco intervertebral aún está por clarificarse, pero gracias a estudios como este, 

sabemos que posee un papel importante en el desarrollo del disco [101]. Sin embargo, se 
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necesitan investigaciones adicionales para precisar los mecanismos mediante los cuales la 

leptina puede influir en el disco intervertebral. 

 

Figura 16. Leptina aumenta en obesidad e incrementa la inflamación de bajo grado y respuesta metabólica.  

El incremento de grasa corporal causa que los adipocitos pierdan su correcta función y el aumento de la secreción 

de adipoquinas, que generan un estado de inflamación de bajo grado secretando adipoquinas como IL-1β, IL-6 y 

TNF. A su vez, aumentan las concentraciones de MMPs y ADAMTSs, aumentando el estado catabólico de las 

células. Figura de elaboración propia en Biorender ®  

Visfatina  

La visfatina es una adipoquina también conocida por el nombre de nicotinamida 

fosforribosiltransferasa (NAMPT) o factor potenciador de colonias de células pre-B (PBEF) 

que aparece aumentada en niveles graves de degeneración de disco intervertebral comparada 

con aquellos de menor grado de degeneración [102]. La visfatina está relacionada con la 

diferenciación celular, respuesta al estrés y la apoptosis y se ve aumentada en estados 

metabólicos alterados, así como en enfermedades inflamatorias [103].    

Se ha demostrado que la expresión de visfatina aumenta tras un estímulo con IL-1β en las 

células del núcleo pulposo, respondiendo además de forma dosis-dependiente [104]. Por otro 
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lado, ha sido descrita la relación entre la expresión de la visfatina y el aumento de diversas 

enzimas encargadas de la degradación de matriz (MMP13, ADAMTS4 y -5) y la disminución 

de agrecanos y colágeno II. Al aplicar un inhibidor de la visfatina (APO0866) y realizar un 

knockout de la misma, se prevenía la degradación de matriz del disco intervertebral [104]. 

También se ha descrito que esta adipoquina está implicada en la autofagia de células del núcleo 

pulposo, debido a que aumenta la conversión de LC3-I a LC3-II e incrementa beclin-1 [104].   

Lipocalina-2 

La lipocalina-2 (LCN2) es una adipoquina de 198 aminoácidos también conocida como 

lipocalina asociada a gelatinasa de neutrófilos (NGAL) [105]. LCN2 es reconocida por 

desempeñar un papel crucial en procesos inflamatorios, tales como la artrosis y la artritis 

reumatoide [106] , y ha sido identificada como un biomarcador de degeneración del cartílago 

en dichas enfermedades [107]. En la degeneración de disco intervertebral su rol no está muy 

bien descrito, aunque existen algunos datos sobre su regulación. En las células de anillo fibroso 

y núcleo pulposo la expresión lipocalina-2 aumenta tras el estímulo inflamatorio con proteína 

C reactiva [108]. 

La actividad y expresión del factor de crecimiento nervioso juegan un papel crucial tanto 

en el dolor de espalda como en el proceso de degeneración de disco intervertebral, ya que es un 

factor inductor del estado catabólico del disco. Se ha evidenciado una correlación directa entre 

la actividad de este factor y los niveles de lipocalina-2 en células del anillo fibroso [109]. 

También, se ha descrito que la lipocalina-2, en células de anillo fibroso de rata, produce un 

complejo covalente junto con la MMP9 promoviendo un perfil catabólico en las células [109].  

Grelina 

La grelina (GHRL) es una hormona secretada por el estómago que actúa a través de un 

receptor propio, el receptor secretagogo de la hormona del crecimiento (GHS-R). Su principal 

función es el estímulo de la ingesta de alimentos, almacenamiento de grasa y liberación de la 

hormona del crecimiento [110]. Por otro lado, cabe destacar el papel del péptido antimicrobiano 

expresado en el hígado-2 (LEAP2), que actúa como antagonista endógeno de GHS-R. Se secreta 

en el intestino e hígado y su liberación es inhibida por el ayuno [111,112]. LEAP2 actúa 

inhibiendo la activación del receptor por parte de la grelina y por lo tanto sus efectos [112]. 
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La presencia de grelina ha sido detectada en células de núcleo pulposo de disco degenerado 

y su expresión se ve disminuida tras el estímulo inflamatorio con IL-1β [113].  La función de 

la IL-1β se ve afectada por la presencia de grelina, ya que esta actúa como antagonista del 

catabolismo y la inflamación producida por esta citoquina en células de núcleo pulposo [113].  

En estudios in vitro en células de núcleo pulposo humano, se ha descrito que el tratamiento 

con grelina es capaz de revertir la proliferación desorganizada y la apoptosis provocada por la 

IL-1β. Además, en un modelo de degeneración en conejo, se describió que disminuía los niveles 

de MMP3, ADAMTS4 y -5 en células de núcleo pulposo [113]. También esta adipoquina puede 

promover el anabolismo de las células de núcleo pulposo a través de la activación de la vía de 

la proteína quinasa B (AKT) y además actúa inhibiendo la vía del factor nuclear potenciador de 

las cadenas ligeras kappa de las células B activadas (NFκB) y la traslocación de su subunidad 

p65 al núcleo [113].  

Progranulina 

La progranulina (PGRN) es una adipoquina formada por una estructura de 7 dominios y 

medio, también conocida como precursor de epitelina granulina (GEP), factor de crecimiento 

derivado de células PC (PCDGF), proepitelina y acrogranina [114]. La progranulina se 

caracteriza por su actividad antiinflamatoria, pero al ser sometida a procesos proteolíticos, se 

convierte en granulinas con actividad proinflamatoria [115]. Estas granulinas tienen la 

capacidad de incrementar la expresión de genes proinflamatorios como son IL-1β, IL-8 y TNFα, 

y además tienen la capacidad de activar la vía de TLR9 (receptor tipo Toll 9) [116].  

Estudios con ratones knockout de progranulina, revelaron deficiencias en la organización 

ósea, así como niveles elevados de metaloproteinasas y agrecanasas (MMP13 y ADAMTS5). 

Esta condición ha demostrado generar un desequilibrio en el catabolismo óseo y afectar a la 

difusión de nutrientes hacia el núcleo pulposo, lo cual incrementa el desarrollo de la 

degeneración de disco intervertebral [117].   

Los niveles de progranulina en el suero de pacientes con degeneración de disco aumentan 

notablemente, al igual que su expresión en las células del disco degenerado en comparación 

con los individuos sanos [118]. Se ha documentado el papel protector de la progranulina en los 

discos degenerados, ya que tiene la capacidad de estimular la producción de citoquinas 

antiinflamatorias, como la IL-10, y de inhibir la producción de citoquinas proinflamatorias, 

como el TNFα [118]. 
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Quemerina 

La quemerina es una adipoquina también conocida por el nombre de proteína reactiva 2 del 

receptor del ácido retinoico (RARRES2) o gen 2 inducido por tazarotina (TIG2) [119]. Esta 

adipoquina está aumentada en pacientes con obesidad, presentando concentraciones elevadas 

tanto en el suero sanguíneo como en el tejido adiposo blanco y otros tejidos [120]. En 2009, se 

realizó la primera descripción que relacionaba el aumento de la síntesis de quemerina con la 

acción de la IL-1β y el TNFα [121]. Estudios recientes han revelado que los niveles basales de 

quemerina tienden a ser bajos, pero aumentan significativamente en casos de discos 

intervertebrales degenerados. Específicamente, se han documentado niveles elevados tanto de 

quemerina como de su receptor CMKLR1 (receptor tipo quimiocina-1) en el núcleo pulposo, y 

este aumento está relacionado con el grado de degeneración de disco [122]. Por otra parte, se ha 

evidenciado que esta adipoquina puede activar la vía de NFκB a través del receptor tipo Toll 4 

(TLR4), y fosforilar AKT en función de la cantidad presente [122]. Además de estas vías de 

señalización, se ha observado que esta adipoquina tiene la capacidad de reducir la expresión de 

componentes clave de la matriz extracelular, como el colágeno, el agrecano y el factor de 

transcripción SRY (Sex Determining Region Y)-Box 9 (SOX9). Simultáneamente, aumenta los 

niveles de MMP9, MMP13 y ADAMTS5. Estos cambios conducen a un desequilibrio en la 

homeostasis de la matriz extracelular del disco intervertebral, lo que podría traducirse en una 

mayor degeneración [122]. 

Nesfatin-1 

La nesfatina-1, descubierta en 2006, es un polipéptido reconocido por sus efectos 

anorexigénicos [123]. Está codificado por la secuencia de nucleobindina-2 (NUCB2), una clase 

de proteína de unión a calcio y ADN que desempeñan un papel fundamental en la señalización 

celular. Este tipo de proteínas actúan como precursores de factores reguladores bioactivos en el 

sistema endocrino [124]. En 2010, se determinó que tanto el tejido adiposo humano como el 

murino tenían la capacidad de producir nesfatina-1, lo que en aquel momento la catalogó como 

una nueva adipoquina por describir [125]. De hecho, los niveles de esta adipoquina están 

correlacionados con la obesidad y el índice de masa corporal [125]. 

 En pacientes con artrosis, se han identificado niveles elevados de nesfatina-1 en el fluido 

sinovial, mostrando una alta correlación con la severidad de la enfermedad [126]. Scotece et al. 

fueron los primeros en describir que los condrocitos humanos y murinos eran capaces de 
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sintetizar y producir nesfatina-1 y su aumento en respuesta a un estímulo inflamatorio [127]. 

Debido a la similitud fisiopatológica del cartílago con el disco, el estudio de esta adipoquina en 

la degeneración de disco intervertebral sería interesante, ya que aún no ha sido descrito.  

  

1.6  INFLAMACIÓN 

La inflamación es una respuesta fisiológica en respuesta a estímulos potencialmente 

dañinos, como microorganismos, sustancias extrañas o lesiones tisulares. Cuando el sistema 

inmunológico detecta alguno de estos factores, se activa una cascada de eventos destinados a 

eliminar la amenaza y reestablecer la homeostasis. Los síntomas característicos de la 

inflamación incluyen enrojecimiento, hinchazón, aumento de la temperatura local y dolor. Estos 

signos son manifestaciones comunes que acompañan a la reacción del organismo para 

protegerse y reparar el tejido afectado [128]. 

1.6.1 Mediadores de procesos inflamatorios 

El proceso inflamatorio se desencadena como respuesta del organismo para detener el daño 

tisular y restaurar el funcionamiento normal del tejido. Durante este proceso, una amplia 

variedad de moléculas interacciona entre sí, muchas de las cuales se originan a partir de ácidos 

grasos poliinsaturados como prostaglandinas, leucotrienos y otras son proteínas como 

citoquinas, factores de transcripción, entre otras.   

Las citoquinas y las quimiocinas, como mediadores proteicos, se liberan desde depósitos 

intracelulares [129].   Cuando estos mediadores inflamatorios se unen a receptores en las células 

diana, activan o inducen la liberación de más factores inflamatorios. Este proceso conduce a la 

formación de un exudado inflamatorio que contiene proteínas plasmáticas y leucocitos [130]. 

1.6.1.1 Las citoquinas 

Las citoquinas son proteínas que participan en la señalización intracelular, y pueden ser 

secretadas por varios tipos de células, como macrófagos, linfocitos, mastocitos e incluso en las 

células de disco intervertebral [85]. Dentro de las citoquinas inflamatorias más relevantes asociadas 

con la degeneración de disco intervertebral se encuentran la IL-1, el TNFα y la IL-6 [131].  
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Estas citoquinas tienen una función crucial en el sistema de defensa y en la respuesta 

inflamatoria. Regulan procesos clave como el crecimiento, la diferenciación, la migración o la 

activación de las células inmunes. Se distinguen dos tipos principales de citoquinas: las 

proinflamatorias (como IL-6, IL-1 y TNFα) y las antiinflamatorias (tales como IL-4, IL-10 e IL-

13) [132]. 

La IL-1 contribuye significativamente a la degeneración de disco intervertebral, ya que 

participa en la degradación de la matriz extracelular y está involucrada en procesos como la 

senescencia celular, la angiogénesis, la apoptosis y la respuesta inflamatoria a nivel discal  

[43,133]. Investigaciones realizadas en un modelo de hernia de disco lumbar en ratas han 

evidenciado que la degeneración del disco se acelera significativamente después de la inyección 

de IL-1β [134]. Estos descubrimientos resaltan la importancia fundamental de la IL-1 en el 

proceso de degeneración del disco intervertebral, señalando su posible uso como objetivo 

terapéutico para tratar esta condición.  

Por otro lado, el TNFα es una citoquina ampliamente reconocida por sus efectos 

proinflamatorios y desempeña un papel crucial en varios procesos inmunológicos, incluyendo 

la diferenciación celular, el metabolismo lipídico y la apoptosis celular en el disco intervertebral 

[135]. Se han identificado niveles basales de expresión de TNFα e IL-1β en discos 

intervertebrales sanos, los cuales aumentan significativamente en estados de degeneración 

[135]. Además, estas dos citoquinas han demostrado una correlación positiva con la edad del 

paciente y el grado de degeneración  [135].  

La IL-6 es una proteína con un peso molecular de alrededor de 26 kDa, reconocida por su 

naturaleza proinflamatoria y su capacidad para estimular el crecimiento y la proliferación de 

las células inmunitarias [136]. Esta citoquina desempeña un papel crucial como regulador en 

enfermedades inflamatorias crónicas [137] y también juega un papel relevante en los procesos 

asociados con la degeneración de disco intervertebral.  

Al igual que ocurre con otras citoquinas, los niveles basales de IL-6 en el disco 

intervertebral no son generalmente elevados, pero pueden incrementarse en respuesta a 

estímulos inflamatorios o debido a la acción de otras citoquinas como el TNFα y la IL-1β 

[136].  
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1.6.1.2 Las quimiocinas 

Las quimiocinas son proteínas de bajo peso molecular que desempeñan un papel 

esencial en la respuesta celular de defensa. Se clasifican como moléculas proinflamatorias que 

se producen en respuesta a estados inflamatorios agudos o crónicos. Son una subclase de 

citoquinas cuya función principal radica en atraer y dirigir el movimiento de los leucocitos hacia 

áreas inflamadas o infectadas del organismo. Las quimiocinas actúan como señales de 

migración para los leucocitos, facilitando su desplazamiento desde la circulación sanguínea 

hacia los tejidos afectados, donde pueden llevar a cabo funciones importantes en la respuesta 

inmune y la resolución de la inflamación. 

Se ha observado que el desarrollo de la degeneración de disco intervertebral está vinculado 

a la presencia de diversas quimiocinas entre las que destaca la IL-8 (conocida también como 

ligando de quimiocina con motivo C-X-C 8 o CXCL8) [138].  Niveles elevados de ciertas 

quimiocinas han sido relacionados con la enfermedad de degeneración de disco y se ha 

demostrado además que los niveles están correlacionados positivamente con el grado de 

degradación [139]. Del mismo modo, se ha sido descrito que la vía de CCL20/CCR6 (ligando 

20 de quimiocina/receptor del ligando 6 de quimiocina) puede de reclutar células productoras 

de IL-17 a sitios inflamados en los tejidos de disco intervertebral degenerado en un modelo de 

rata [140] y que la CXCL12 inducía la degradación de la matriz extracelular de células de disco 

intervertebral así como la producción de metaloproteinasas [141]. También, el eje SDF-

1/CXCR4 (factor 1 derivado de células estromales/receptor 4 de quimiocinas con motivos C-

X-C) muestra niveles elevados en discos degenerados y contribuye a la apoptosis de las células 

precursoras neurales a través de la vía de NFκB, lo que promueve la enfermedad de 

degeneración de disco intervertebral [118]. Además, este mismo eje SDF-1/CXCR4, a través 

de la vía de PI3K (fosfatidilinositol 3-quinasa) /AKT, desempeña un papel en la regulación de 

la supervivencia de las células endoteliales vasculares, su migración y la angiogénesis en los 

discos degenerados [118,119]. 

1.7  FACTORES DE TRANSCRIPCIÓN IMPLICADOS EN LA DEGENERACIÓN DE DISCO 

INTERVERTEBRAL 

En el contexto de la degeneración de disco intervertebral, varios factores de transcripción 

desempeñan un papel crucial al regular los procesos moleculares subyacentes. Estos factores 
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suelen estar relacionados con la respuesta inflamatoria y la remodelación del tejido, 

coordinando y regulando la expresión de genes vinculados con la matriz extracelular, la 

homeostasis celular y la apoptosis.  

Estos factores de transcripción no solo controlan la expresión génica, sino que también 

interactúan con mediadores inflamatorios como citoquinas y quimiocinas, contribuyendo a la 

regulación de los mecanismos inflamatorios y la progresión de la enfermedad de degeneración 

de disco intervertebral [142,143] 

La comprensión de estos factores de transcripción es crucial para el desarrollo de nuevos 

enfoques terapéuticos destinados a detener la progresión de la degeneración de disco y restaurar 

la función normal del tejido. Entre los factores de transcripción más importantes en el disco 

intervertebral se encuentran NFκB, el factor de activación de proteínas 1 (AP-1), SOX9 y la 

proteína p53, entre otros [142]. NFκB es un factor que se asocia con la regulación de procesos 

inflamatorios y apoptosis de las células de disco intervertebral [142]. AP-1, por su parte, regula 

procesos de estrés y en la modulación de la expresión de genes de matriz [143]. SOX9 está 

también implicado en la codificación de proteínas de matriz, además del mantenimiento del 

tejido de disco intervertebral [143]. Por último, p53 regula procesos apoptóticos y de 

senescencia celular [144].  

El entendimiento de la influencia y las funciones de estos factores de transcripción, y de 

otros cuya participación aún no ha sido descrita, en el contexto de la degeneración de disco 

intervertebral es esencial para desarrollar estrategias terapéuticas más efectivas y dirigidas hacia 

esta enfermedad.  

1.7.1 ELF3 Epithelium-specific ETS transcription factor (ESE-1) 

ELF3, conocido también como ESE-1, ESX, ERT y JEN, es un factor de transcripción que 

desempeña un papel fundamental en el desarrollo y mantenimiento de los tejidos epiteliales. 

Pertenece a la familia ETS de factores de transcripción y se expresa específicamente en células 

epiteliales, influyendo en procesos como la diferenciación, proliferación, migración e 

inflamación [145].  

La familia de factores de transcripción ETS está formada por 30 miembros los cuales se 

encargan de regular la diferenciación, proliferación celular y remodelación de la matriz 

extracelular en condiciones tanto sanas como patológicas [146]. A pesar de la similitud de ELF3 
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con la secuencia del dominio ETS de otros factores de transcripción ETS, posee diferencias que 

le confieren propiedades únicas. ELF3 tiene la característica de poseer dos tipos de dominios: 

uno de unión al ADN (como el resto de factores de la familia ETS) y otro de unión a proteína 

(este último exclusivo de ELF3) [147].  ELF3 como factor de transcripción es capaz de unirse 

a elementos de respuesta E74 y actuar aumentando o inhibiendo la expresión de ciertos genes 

relacionados con la inflamación [148], la diferenciación celular [147], la angiogénesis [149] y 

la apoptosis [149].  

La inducción de ELF3 está regulada a través de la vía canónica de NFκB. Su promotor se 

activa y facilita la subsiguiente transcripción cuando NFκB se une a un sitio de unión de alta 

afinidad en el promotor de ELF3 [148]. Una vez producido, ELF3 interviene en la respuesta 

inflamatoria de diversos tipos celulares. Por ejemplo, se ha demostrado que este factor es 

inducible en células de músculo liso vascular, células endoteliales y monocitos/macrófagos tras 

un estímulo inflamatorio [148]. Del mismo modo, se ha descrito que ELF3 regula la expresión 

de varios genes inflamatorios relevantes como la óxido nítrico sintasa 2 (NOS2) y 

ciclooxigenasa 2 (COX2) [148,150].  

 

Figura 17. Representación esquemática del funcionamiento de ELF3 en cartílago articular. 

IL-1α activa los factores de transcripción ELF3 y NFκB, los cuales inician la inducción de LCN2. Esta activación 

simultánea genera un circuito de retroalimentación positiva entre ambos factores de transcripción por parte de IL-

1α, provocando así la inducción en la expresión de LCN2. Imagen reproducida con permisos de Conde et al.[151].  
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Aunque en condiciones fisiológicas la expresión de ELF3 se encuentra principalmente 

restringida a células epiteliales, su presencia en otros tipos celulares como condrocitos o 

sinoviocitos en pacientes con artrosis o artritis reumatoide [152], sugiere que su expresión y 

regulación está influenciada por estímulos inflamatorios, y por lo tanto, podría ser 

sobreexpresado por otros tejidos musculoesqueléticos como el disco intervertebral, en 

condiciones patológicas. 

 Estudios previos en cartílago articular humano con artrosis demostraron que en los 

condrocitos hay una mayor expresión de ELF3 [153]. También se identificó que este factor de 

transcripción desempeñaba un papel significativo en la regulación de la expresión de citoquinas 

proinflamatorias en cartílago articular (Figura 17)  [153–157], así como en la inhibición de la 

expresión de colágeno tipo II alfa 1 (COL2A1) y la inducción de la expresión de la MMP13 

[158].  De igual manera, se ha descrito en condrocitos humanos y murinos, la interacción entre 

ELF3 y el factor de transcripción NFκB en la inducción de la expresión de la lipocalina-2, una 

adipoquina proinflamatoria (Figura 17) [151]. Además de estos hallazgos, se ha demostrado 

que el tratamiento conjunto con leptina e IL-1β produce sinergia en la expresión de ELF3 en el 

mismo tipo celular [146].   

1.7.2 NFκB 

En 1986 fue descubierto el factor NFκB un factor crítico en la respuesta inflamatoria 

[159,160]. Su activación contribuye a estimular la liberación de moléculas o factores 

proinflamatorios y enzimas capaces de degradar la matriz extracelular, además de inhibir la 

síntesis de colágeno en el disco intervertebral, lo que puede contribuir a su degeneración. 

 La familia de NFκB incluye cinco subunidades: RelA (p65), RelB, c-Rel, p50 y p52 [161]. 

Estos factores pueden formar homodímeros y heterodímeros y se encuentran en el citoplasma 

cuando la vía no está activada, unidos a proteínas inhibitorias como IκB [161].  Cuando NFκB 

está en su forma activa, tiene la capacidad de crear diversas combinaciones de heterodímeros 

con los diferentes miembros de la familia y traslocarse al núcleo. Estas proteínas tienen una 

región conservada en la parte amino terminal, donde se encuentran los dominios responsables 

de la formación de dímeros, la localización en el núcleo celular y la capacidad de unión al ADN. 

Otros miembros, como c-Rel, Rel B y p65 tienen además otro dominio no-homólogo en la parte 

carboxi-terminal, con función activadora de la transcripción de genes específicos con sitios de 
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unión para NFκB [161]. Por otro lado, el homodímero de p50 carece del dominio de 

transactivación, pero aun así pueden unirse a las secuencias de unión de NFκB presentes en el 

ADN y actuar como represores [161].   

 

Figura 18. Esquema de la vía de señalización canónica de NFκB.  

Imagen de elaboración propia con BioRender®.  

 

La activación de la ruta de NFκB puede ocurrir de dos maneras: la clásica llamada canónica 

y la no canónica. El proceso canónico (Figura 18) depende de las quinasas IKKβ e IKKγ, que 

pueden ser activadas por distintos factores, entre ellos las citoquinas, factores de crecimiento, 

mitógenos, componentes microbianos y factores inducidos por estrés [162] que estimulan 

receptores de membrana como el TLR, receptores de TNF y el receptor de IL-1. IKK es un 

complejo trimérico compuesto por dos subunidades catalíticas (IKKα e IKKβ) y una subunidad 

regulatoria llamada IKKγ, que es esencial para la modulación de NFκB. Por lo general, NFκB 

se encuentra en su forma inactiva en el citoplasma, por la unión a las proteínas IBs. Para la 

liberación y activación del factor nuclear kappa β es imprescindible que las proteínas IB se 

degraden. Cuando IKK se activa, se fosforila IκBα y se produce su degradación en el 
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proteosoma, lo que a su vez desencadena la liberación de los dímeros p65/p50. Estos dímeros 

son capaces de translocarse al núcleo y regular la transcripción de genes diana [163]. Entre 

estos genes diana se encuentran citoquinas proinflamatorias, como son la IL-1, IL-6 y TNF; 

quimiocinas como CXCL8, CCL2 y CCL3; moléculas de adhesión de leucocitos o genes 

antiapoptóticos [162].  

La forma no canónica de activación de esta ruta ocurre por la estimulación de ciertos 

miembros de la familia de receptores de TNF. El TNFα requiere que su receptor trimerice y que 

se reclute una proteína adaptadora llamada dominio del receptor de TNF asociado a la vía de 

muerte (TRADD) al dominio citoplasmático. Como resultado, TRADD activa el factor 

asociado a receptor de TNF 2 (TRAF2) y una serie de MAP quinasas, desencadenando la 

activación de las IKKs y, en última instancia, propiciando la activación de NFκB [164]. 

1.8  RELACIÓN ENTRE LA DEGENERACIÓN DE DISCO INTERVERTEBRAL Y LA ARTROSIS.  

A pesar de ser afecciones distintas, la artrosis y la degeneración de disco intervertebral 

exhiben múltiples similitudes. Ambas condiciones involucran cambios degenerativos en el 

sistema musculoesquelético, y presentan una notable superposición en las vías y procesos 

moleculares de degeneración que tienen lugar en el disco y en el cartílago, respectivamente 

[165]. La OA y DDI comparten procesos moleculares endógenos, que abarcan desde la 

degeneración de la matriz extracelular hasta la inflamación, el estrés oxidativo, la apoptosis, la 

senescencia y la disminución de la autofagia [166]. 

La composición de la ECM del disco intervertebral y de las articulaciones sinoviales 

presentan muchas similitudes a pesar de las diferencias de estructura.  La estructura de la ECM 

del núcleo pulposo y el cartílago es rica en colágeno tipo II y agrecano, mientras que la parte 

del anillo fibroso y la cápsula articular es rico en colágeno tipo I y elastina. Los condrocitos y 

las células del disco se ocupan de la remodelación de la matriz extracelular y son sensibles a 

los cambios extracelulares, especialmente a la carga mecánica. Estos estímulos externos que 

conllevan a la degradación de la matriz, presentan un perfil similar en ambos tejidos. De modo 

que vemos aumentada la expresión de metaloproteinasas, desintegrinas y metaloproteasas con 

motivos de trombospondina, así como la reducción de la expresión de colágeno II y agrecano 

[166]. 
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Ambas enfermedades eran tradicionalmente consideradas como enfermedades 

degenerativas causadas meramente por factores mecánicos y por desgaste debido al 

envejecimiento. Sin embargo, a día de hoy, se ha descrito ampliamente que la inflamación y las 

adipoquinas juegan un papel fundamental en la aparición y desarrollo tanto de la DDI [167,168], 

así como de la OA [169]. La inflamación sistémica de bajo grado, los traumatismos y la carga 

mecánica pueden inducir la producción de citoquinas inflamatorias como IL-1β o TNF, que 

también contribuyen a un estado de degeneración de la matriz [166]. 

Los productos resultantes de la degeneración de la matriz extracelular, como el péptido Ag 

32-mer derivado del agrecano, son capaces de activar los receptores tipo Toll (TLRs), 

desencadenando así una respuesta inflamatoria amplificada que conduce a la progresiva 

destrucción articular, tanto en la DDI como en la OA [170]. Se ha demostrado, en modelos in 

vitro de ambas enfermedades, que los TLRs están sobreexpresados. Esta situación desencadena 

la activación de vías que provocan la liberación de citoquinas proinflamatorias [171] y la 

apoptosis celular, tanto en cartílago [172], como en disco [173]. Estos procesos, que fomentan 

la desintegración de la matriz, la presencia de inflamación crónica y la apoptosis celular, 

establecen un ciclo destructivo persistente en ambas afecciones.  

En resumen, aunque la OA y la DDI se consideran distintas desde el punto de vista médico, 

comparten varios aspectos fisiopatológicos fundamentales. Desde los procesos moleculares 

hasta los efectos biomecánicos y cambios degenerativos, por lo que podemos concluir que 

existen similitudes notables entre ambas condiciones. 

1.9 TRATAMIENTOS FARMACOLÓGICOS PARA LA DEGENERACIÓN DE DISCO 

INTERVERTEBRAL 

1.9.1 Fármacos antiinflamatorios esteroideos 

Los glucocorticoides son los fármacos más utilizados para controlar el proceso inflamatorio 

y autoinmune de enfermedades como la artritis reumatoide, la esclerosis múltiple y otras 

enfermedades inflamatorias autoinmunes y/o degenerativas [174]. Estos medicamentos se han 

utilizado ampliamente para tratar el dolor de espalda asociado a la degeneración de disco 

intervertebral, particularmente para el tratamiento del dolor de hernia discal aguda y 

radiculopatía [175]. Se ha demostrado que la infiltración de este tipo de fármacos a nivel 
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epidural es efectiva para el tratamiento del dolor [175].  Sin embargo, estos fármacos han 

demostrado provocar complicaciones como puede ser la osteonecrosis vertebral [176].  

 

Figura 19. Representación esquemática de los efectos transcripcionales de los glucocorticoides.  

Los glucocorticoides (GC), tras unirse a su receptor, forman un complejo (GC-GR) que puede desencadenar dos 

mecanismos: transactivación; la cual se activa por la acetilación de histona acetiltransferasa (HAT) o bien por 

transrepresión, por la desacetilación por histona desacetilasa 2 (HDAC). Imagen de elaboración propia 

(Biorender®).  

 

A nivel molecular, debido a su naturaleza lipófila, los glucocorticoides difunden a través 

de la membrana celular y se unen a su receptor en el citoplasma. Una vez activado el receptor, 

éste se transloca al núcleo celular, donde provoca efectos en la transcripción génica, 

aumentando la expresión de genes antiinflamatorios (transactivación) o disminuyendo la 

expresión de transcritos inflamatorios (transrepresión) (Figura 19) [177]. 

Dentro del núcleo celular, los glucocorticoides ejercen su acción de diferentes maneras, ya 

sea dependiendo o no de su unión al ADN. El receptor de glucocorticoides homodimerizado se 

une a los elementos de respuesta a los corticoides en la región promotora de genes específicos, 

lo que resulta en la activación de la transcripción génica. Esto lleva a la regulación de genes 

como IL-10, IL-12 y la proteína quinasa fosfatasa-1 (PKP-1) [174]. 

El otro mecanismo de acción de los glucocorticoides es independiente de la unión con el 

ADN, implica la unión del receptor de glucocorticoides con factores de transcripción como 
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NFκB, AP-1 y STAT1 (transductor de señal y activador de la transcripción 1) que controlan la 

expresión de citoquinas inflamatorias como IL-1, IL-6, TNFα; quimiocinas como CCL1, CCL5, 

CCL11, CXCL8; enzimas inflamatorias como COX2 y NOS2 y moléculas de adhesión como 

VCAM-1 (molécula de adhesión vascular 1)  e ICAM-1 (molécula de adhesión intercelular 1) 

[178].  

1.9.2 Fármacos antiinflamatorios no esteroideos 

Los medicamentos antiinflamatorios no esteroideos (AINEs) desempeñan un papel 

fundamental en el tratamiento sintomático del dolor de espalda. Estos compuestos son  

ampliamente reconocidos por sus propiedades antiinflamatorias o analgésicas , ya que actúan 

bloqueando las acciones de COX1 y COX2, impidiendo de tal manera que se produzcan 

mediadores inflamatorios [179]. Cabe destacar que la COX1 es la forma constitutiva que 

participa en funciones fisiológicas normales del organismo, mientras que la COX2 es la forma 

inducible, predominante en sitios inflamatorios.  

Hasta la fecha, no se ha logrado una comprensión completa del impacto de estos 

medicamentos en la evolución de la degeneración en el disco intervertebral y en la homeostasis 

de la matriz [179].  

1.9.3 Nutracéuticos como tratamiento antiinflamatorio 

 Un compuesto nutracéutico puede definirse como un suplemento dietético que se presenta 

en una matriz no alimentaria, es decir, en forma farmacéutica, y contiene una sustancia natural 

bioactiva concentrada. Esta sustancia se encuentra normalmente en los alimentos y, cuando se 

consume en dosis superiores a las que se encuentran en dichos alimentos, presume proporcionar 

beneficios para la salud que son mayores que los que podría ofrecer el alimento por sí solo. En 

términos generales, los nutracéuticos son sustancias naturales que a menudo se encuentran en 

alimentos (a menudo llamados alimentos "funcionales") y que pueden participar incluso en la 

prevención y/o el tratamiento de enfermedades [180].   

La ingesta de complementos alimenticios, como la glucosamina y el condroitín sulfato, ha 

sido descrita como una medida farmacológica para combatir el dolor articular en pacientes con 

artrosis, siendo una opción más segura que los AINEs, especialmente en pacientes geriátricos 



MARÍA GONZÁLEZ RODRÍGUEZ 

66 

[181]. En particular, el condroitín sulfato ha sido reconocido por su capacidad para inhibir la 

respuesta inflamatoria y catabólica en la articulación [182].  

En algunos informes de casos clínicos se ha planteado que la glucosamina y el condroitín 

sulfato podrían tener un impacto positivo en la degeneración sintomática de los discos 

intervertebrales, especialmente en etapas tempranas de la enfermedad [183]. El suplemento 

alimentario de otras sustancias naturales, como el ácido graso omega-3, ha demostrado tener 

efecto protector contra la degeneración de disco intervertebral en ratas [184].  

Asimismo, numerosos estudios han resaltado las ventajas de la dieta mediterránea en 

el tratamiento de algunas enfermedades [185]. Esta dieta, reconocida por su principal 

componente lipídico, el aceite de oliva virgen extra (AOVE), ha sido extensamente 

documentada por sus efectos beneficiosos en la reducción de enfermedades inflamatorias 

[186],  aterosclerosis  [187], cáncer [188] y enfermedades neurodegenerativas [189]. 

Diversos componentes fenólicos hallados en el aceite de oliva han sido 

meticulosamente estudiados para indagar en su potencial farmacológico [190]. Dentro del 

AOVE, una fracción no saponificable alberga estos compuestos fenólicos y el tocoferol. 

Estos elementos ejercen como antioxidantes hidrofílicos y son exclusivos del aceite virgen 

debido a su pérdida durante el proceso de refinamiento [191]. 

Es relevante mencionar que varios estudios han mostrado que seguir una dieta 

mediterránea se relaciona con una disminución del riesgo de diversos tipos de cáncer y 

tasas de mortalidad por cáncer más bajas [9,10]. En el estudio PREDIMED (Prevención 

con Dieta Mediterránea), se determinó que, tras 4,8 años de seguimiento, los pacientes que 

seguían una dieta mediterránea enriquecida con aceite de oliva virgen extra tuvieron una 

disminución en la incidencia de los eventos cardiovasculares de forma significativa [185]. 

Todo ello pone de manifiesto que un régimen alimentario alto en grasas insaturadas, como 

es la Dieta Mediterránea,  podría ser una herramienta para la promoción de la salud [185].  

En cuanto a las dolencias reumáticas, la dieta mediterránea ha sido descrita por reducir 

el dolor asociado a la enfermedad en pacientes con artritis reumatoide [192]. Además 

podemos destacar que ciertos componentes del aceite de oliva, como son los ácidos grasos 

poliinsaturados omega-3 y los polifenoles, han demostrado ciertos efectos en la mejora de 
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la degeneración de disco intervertebral  y tratamiento del dolor asociado en modelos 

experimentales animales [184,193]. 

Entre los alimentos funcionales no estudiados interesantes en la DDI, quisimos 

centrarnos en el oleocanthal, compuesto fenólico derivado del aceite de oliva virgen extra. 

Este compuesto ya ha demostrado poseer características antiinflamatorias y cualidades 

farmacéuticas en cartílago articular que describiremos a continuación.   

1.9.4 Oleocanthal 

El oleocanthal (OC) fue documentado en 1993 por primera vez [194], siendo sólo una 

década más tarde cuando el compuesto, conocido entonces como (-)-decarboxylmethyl 

ligstroside aglycone (Figura 20), fue descrito como el responsable de la característica irritante 

del aceite de oliva. Debido a esta propiedad fue bautizado en ese momento como oleocanthal, 

de oleo (aceite), canth (de picor) y al (de aldehído) [195]. La sensación de picor generada por 

este compuesto evocaba la misma sensación que provocaba el ibuprofeno en forma líquida. Por 

lo tanto, se llevó a cabo una investigación para explorar sus propiedades antiinflamatorias, 

confirmando que esta molécula, en efecto, poseía esta característica. Esto condujo a una 

redefinición de la molécula como una sustancia natural antiinflamatoria no esteroidea 

[196,197].   

 
Figura 20. Estructura química del oleocanthal.  

Nombre IUPAC: 2-(4-Hydroxyphenyl) ethyl (3S,4E)-4-formyl-3-(2-oxoethyl) hex-4-enoate. Imagen de 

elaboración propia. 

La capacidad del oleocanthal para generar picor se limita solamente a la región orofaríngea, 

lo cual indica que en ella se encuentra situado un receptor sensorial específico, el llamado canal 

de cationes de potencial de receptor transitorio, subfamilia A, miembro 1 (TRPA1) [198]. Se 
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ha observado que este receptor está relacionado con procesos de inflamación crónica, lo que 

sugiere que las propiedades antiinflamatorias del oleocantal podrían ser el resultado de su 

interacción con este receptor. Es por ello que el grado de picor del aceite de oliva se relaciona 

con un mayor contenido de oleocanthal, lo que, a su vez, se traduce en mayores beneficios.   

1.9.4.1 Actividad antiinflamatoria del oleocanthal 

El primer indicio sobre la actividad antiinflamatoria del OC fue documentado por 

Beauchamp et al. comparando esta sustancia con el ibuprofeno [196]. El oleocanthal  ha sido 

definido como un AINE de origen natural por su efecto inhibitorio de las enzimas COX1 y 

COX2 (Figura 21) [196,197,199]. Cabe destacar, que, a igualdad de dosis, esta sustancia natural 

presentaba mayor eficacia que el ibuprofeno en la inhibición de dichas enzimas [196]. Estos 

efectos farmacológicos del OC, han sido descritos ser dosis-dependiente [195]. Además, se ha 

visto que el oleocanthal es capaz de inhibir la 5-lipooxigenasa, inhibiendo la síntesis de 

leucotrienos [200].  

 

Figura 21. Representación esquemática de la actividad antiinflamatoria del oleocanthal (OC).  

Imagen de elaboración propia (Biorender ®) 

 

Diversos grupos de investigación han analizado cómo el OC y sus variantes impactan en 

la generación de óxido nítrico (NO) bajo la influencia del lipopolisacárido bacteriano (LPS) en 

células de cartílago. Este radical libre actúa como intermediario en la respuesta inflamatoria 

asociada a varias enfermedades degenerativas inflamatorias como la artrosis y artritis 

reumatoide [201]. Se constató que tanto el OC como su derivado 231 reducían la producción 

de nitritos y la expresión de la proteína iNOS, relacionada con la síntesis de NO, en condrocitos 

estimulados con LPS [197]. 
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1.9.4.2 Actividad anti-cancerígena del oleocanthal 

El consumo de aceite de oliva virgen extra ha sido ampliamente relacionado con la 

disminución en el riesgo de padecer ciertos tipos de cáncer [202–205]. La habilidad del OC de 

disminuir la inflamación crónica, una de las características fisiopatológicas del cáncer en estado 

temprano, lo convierte en una posible herramienta terapéutica para combatir dicha enfermedad.  

El oleocanthal es capaz de inhibir la proliferación, invasión y migración celular de manera 

selectiva en células cancerígenas, ya que no posee actividad citotóxica en células no-

cancerígenas [206]. El OC demuestra propiedades anticancerígenas a través de diversas vías. 

La vía de señalización HGF/c-Met (factor de crecimiento de hepatocitos/receptor del factor de 

crecimiento de hepatocitos c-Met), comúnmente reactivada en la progresión del cáncer, 

desempeña un papel crucial en la tumorigénesis, el crecimiento invasivo y la expansión 

metastásica. El OC se destaca como un potente inhibidor de esta vía, suprimiendo eficazmente 

la señalización de c-Met y afectando a la invasión, migración y proliferación celular tanto en 

cáncer de mama como de próstata. Además, el OC influye en moléculas posteriores en la vía 

de c-Met, como AKT, MAPK (quinasas activadas por mitógenos), STAT3 (transductor de señal 

y activador de la transcripción 3) y mTOR (diana de rapamicina en mamíferos), mostrando 

efectos antiproliferativos. Más allá del cáncer de mama, se investigó la eficacia del OC en 

melanomas, carcinomas hepatocelulares y cánceres colorrectales, lo que subraya su potencial 

como agente anticancerígeno versátil [207,208]. Otra diana de inhibición del OC, es la proteína 

Hsp-90, crucial en la preservación de proteínas asociadas al desarrollo de tumores, siendo 

descrito este proceso inhibitorio en la línea U937.48 (línea celular de leucemia-linfoma de 

macrófagos humanos) [209].  También se ha demostrado el potencial de esta molécula para 

inhibir la proliferación de células de mieloma múltiple a través de la activación de mecanismos 

apoptóticos y la inhibición de las vías de señalización ERK-1/2 y AKT [210].  

1.9.4.3 Rol del oleocanthal en enfermedades neurodegenerativas  

El potencial terapéutico del OC como antiinflamatorio, lo convierte también en un 

compuesto prometedor para el tratamiento de enfermedades asociadas a inflamación a nivel 

neuronal, como el Alzheimer. Se han realizado estudios que exploran el efecto del OC en un 

modelo animal de Alzheimer utilizando ratones TgSwDI, demostrando su capacidad para 

reducir la activación de los astrocitos y los niveles de IL-1β [211]. Este estudio, uno de los 

pocos que ofrece datos in vivo con este compuesto en relación a la neurodegeneración, reveló 
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que el OC puede disminuir la carga de placas amiloides y los vasos en el hipocampo. Esta 

disminución se correlaciona con un aumento en el aclaramiento cerebral a través de la barrera 

hematoencefálica, junto con un incremento de las proteínas glicoproteína P y la proteína 1 

relacionada con el receptor de lipoproteína LDL (LRP1) , y una activación de la vía de 

aclaramiento mediante la apolipoproteína E (ApoE) [211]. Es importante destacar que también 

se ha descrito que el aceite de oliva con un alto porcentaje de OC ha mostrado resultados 

similares en un modelo de Alzheimer en ratones 5xFAD [212].  

Además, investigaciones recientes han descubierto que el OC también puede tener un 

impacto beneficioso al interferir con las rutas de agregación y eliminación de péptidos y 

proteínas relacionadas con enfermedades neurodegenerativas. El OC ejerce su efecto al inhibir 

la formación de fibrillas en la proteína tau mediante una reacción de entrecruzamiento covalente 

con los grupos ε-amino presentes en los residuos de lisina del fragmento de tau K18 [213]. 

Además, el OC se une de forma covalente a la proteína tau-441, induciendo cambios 

conformacionales que impiden la agregación de proteínas [214]. 

Cabe destacar que, el OC también interviene en la agregación de la proteína Aβ al modificar 

su estructura y su reactividad inmunológica, al tiempo que reduce la unión sináptica y su efecto 

sinaptotóxico. Además, se ha reportado que el OC estimula el flujo de salida y la eliminación 

de Aβ al regular de manera positiva las proteínas responsables del transporte a través de la 

barrera hematoencefálica (BHE), como la glicoproteína P y la LRP1 [215,216]. 

Adicionalmente, el OC disminuye la inflamación inducida por Aβ, restaura la expresión de 

proteínas de apoyo neurológico en los astrocitos que son negativamente reguladas por Aβ, como 

el transportador de glutamina GLT1 y el transportador de glucosa GLUT1, y previene la 

regulación negativa de las proteínas sinápticas en las neuronas SH-SY5Y-APP inducida por 

Aβ, incluyendo SNAP-25 y PSD-95 [217]. 

1.9.4.4 Oleocanthal como tratamiento en enfermedades reumáticas.   

El OC se ha estudiado como un posible tratamiento para enfermedades reumáticas, 

como la artrosis y la artritis reumatoide. Se ha observado que este compuesto reduce la 

producción de NO y la expresión de NOS2 en la línea celular condrogénica murina ATDC5 

estimulada con LPS [197]. Además, se ha demostrado que los condrocitos estimulados con LPS 

y pretratados con OC disminuyen la expresión y liberación de otras citoquinas inflamatorias, 

como la IL-6 y la proteína inflamatoria de macrófagos-1 alfa (MIP-1α) [210].  
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Estos efectos se confirmaron, no solo en líneas celulares murinas, sino también en 

condrocitos primarios humanos obtenidos de pacientes con artrosis. Se observó que el 

oleocanthal actuaba como inhibidor de la producción de NO y redujo la expresión de citoquinas 

y mediadores proinflamatorios como NOS2, COX2, IL-6, IL-8, CCL3, LCN2 y TNFα en 

células estimuladas con LPS. Además, el OC también disminuyó la expresión de MMP13 y 

ADAMTS5, lo que lo convierte en un posible tratamiento para contrarrestar la degradación de 

la matriz en el cartílago articular [199]. 

 

Figura 22. Efecto del oleocanthal en macrófagos y condrocitos estimulados con LPS 

Imagen de elaboración propia (Biorender®). 

 

Además del estudio con condrocitos, se evaluaron los efectos del OC en macrófagos, 

células encargadas de regular la inflamación y la degradación de la matriz en la artrosis [218]. 

Los resultados obtenidos en la línea celular J774A.1 fueron similares a los hallados en los 

condrocitos (Figura 22). El oleocanthal  indujo una reducción significativa de la producción de 

citoquinas proinflamatorias, como IL-6, MIP-1α, IL-1β y TNFα, además de disminuir el factor 

estimulante de colonias de granulocitos y macrófagos (GM-CSF) [218].  

Esta sustancia, que demostró ser capaz de inhibir mediadores y citoquinas cruciales en el 

entorno inflamatorio del cartílago, ha emergido como una candidata prometedora para el 

tratamiento de la artrosis. Por lo tanto, es importante destacar que también podría desempeñar 

un papel relevante en la investigación del disco intervertebral, un tejido con similitudes 

fisiopatológicas al cartílago articular. 
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2 HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 

Se ha documentado previamente que los procesos catabólicos en condrocitos humanos, 

tanto en condiciones fisiológicas como patológicas, están regulados por el factor de 

transcripción ELF3, cuya expresión se ve influenciada por diversos estímulos inflamatorios. 

Además, se ha demostrado una correlación entre la obesidad y la inflamación, evidenciando la 

interacción sinérgica entre la adipoquina leptina y IL-1β para potenciar la inducción de ELF3 

en los condrocitos. Esta adipoquina no solo ha mostrado su capacidad de sinergia con otros 

factores proinflamatorios en condrocitos, sino que también desempeña un papel catabólico en 

el cartílago articular por si sola. 

A pesar del conocimiento de la implicación de estos factores en procesos inflamatorios 

asociados con enfermedades como la artrosis, su papel específico en otras patologías, como la 

degeneración de disco intervertebral, aún no ha sido caracterizado. Del mismo modo, aún queda 

por investigar el potencial de nuevas sustancias, como el oleocanthal, reconocidas por sus 

propiedades protectoras contra la inflamación y el catabolismo en el cartílago. Por lo tanto, y 

debido a la similitud fisiopatológica existente entre el cartílago articular y las células del núcleo 

pulposo y el anillo fibroso del disco intervertebral, planteamos la hipótesis de que los 

mecanismos previamente estudiados en el cartílago articular podrían operar de manera análoga 

en el disco intervertebral, lo que proporcionaría un nuevo marco para la comprensión de la 

fisiopatología subyacente en la DDI. 

El principal objetivo de esta tesis es impulsar el conocimiento de los mecanismos de la 

degeneración de disco intervertebral, para ofrecer nuevas oportunidades de tratamiento y 

nuevas terapias. Por ello, los objetivos particulares que hemos perseguido han sido:  

1. Estudio metabolómico de muestras de disco humano, sano y degenerado. Este objetivo se 

centra en estudiar los perfiles metabólicos endógenos de muestras de células tomadas de 

sujetos en estado sano o degenerado, utilizando la Cromatografía Líquida de Ultra Alta 

Resolución-Espectrometría de Masas. 

2. Imitar el estado proinflamatorio con IL-1β y la adipoquina leptina, y posterior estudio de su 

perfil molecular para determinar los cambios.  
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3. Valorar la expresión del factor de transcripción ELF3 en tejido de disco sano y degenerado 

y su modulación con diferentes estímulos proinflamatorios o antiinflamatorios.  

3.1. Efecto de la IL-1α, IL-1β, IFNγ, TNFα y LPS en la expresión del factor de transcripción 

ELF3.  

3.2. Efecto de la leptina en la expresión del factor de transcripción ELF3, sola y en 

combinación con IL-1α.  

3.3. Efecto de la dexametasona en la expresión del factor de transcripción ELF3 cuando se 

induce un estímulo inflamatorio.  

3.4. Efecto de la sobreexpresión y silenciamiento del gen ELF3.  

3.5. Efecto del oleocanthal como posible tratamiento antiinflamatorio y regulador del factor 

de transcripción ELF3. 
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3 METODOLOGÍA 

3.1  AISLAMIENTO Y CULTIVO PRIMARIO DE DISCO INTERVERTEBRAL 

Las células de los discos intervertebrales humanos (Figura 23) se obtuvieron a partir de 

extracciones realizadas en pacientes sometidos a intervenciones por patologías asociadas a la 

degeneración discal, así como de donantes sanos.  

Todo este procedimiento se llevó a cabo mediante la obtención de consentimientos 

informados por parte de los pacientes, en conformidad con los principios de la Declaración de 

Helsinki. Esta investigación se enmarca dentro del proyecto PI20/00902 titulado “Adipokines 

and E74-like factor 3 (ELF3): a novel loop in the signaling pathways of inflammatory response 

in the intervertebral disc degeneration”, el cual ha sido revisado y aprobado por el Comité 

Ético de Galicia de Investigación Clínica (Código de Registro:2017/279).  

Como criterios de inclusión se consideraron pacientes de rangos de edad entre 39 y 71 años 

que fueron intervenidos por degeneración de disco intervertebral. En el caso de las muestras 

sanas se obtuvieron de autopsias de ambos sexos con edades entre 19 y 69 años, sin antecedentes 

de degeneración discal en su historial clínico. Por otro lado, se establecieron criterios de 

exclusión para pacientes que padecieran hiperglucemia o diabetes tipo II, debido a la posibilidad 

de generar respuestas diferentes a estímulos inflamatorios, lo que constituiría un factor de 

confusión en los resultados. 

En cuanto al disco sano, se pudieron diferenciar las dos partes que conforman el mismo, 

anillo fibroso y núcleo pulposo, siendo este último muy escaso. Sin embargo, en caso del disco 

degenerado, la muestra llega en un estado de degeneración avanzado, no se puede hacerse en 

ningún caso distinción de estos dos tipos de células. Una de las limitaciones de nuestros estudios 

es la escasez de muestra sana, ya que estas muestras provienen de pacientes que no tenían 

ninguna enfermedad coadyuvante y generalmente sufrían una muerte debida a un traumatismo 

o accidente de tráfico. Por dicha razón, solamente experimentos seleccionados se realizaron en 

disco sano. Las muestras procedían de pacientes del Hospital Clínico de Santiago de 

Compostela, donde se sitúan las instalaciones del laboratorio NEIRID, lo que permitió el 
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procesamiento inmediato de las muestras tras su extracción, garantizando una mayor eficiencia 

en el aislamiento celular. 

 

Figura 23. Vista de células de disco degenerado a microscopio óptico 40x.  

Imagen de archivo propio.  

Las muestras llegaban sumergidas en suero salino, se lavaban rigurosamente en una 

solución de DMEM sin suero con 50 U/ml penicilina y 50 U/ml estreptomicina. Tras lo cual se 

procedía a trocear el tejido con un bisturí sobre una placa p100, incubándose después con una 

solución de pronasa [1mg/ml en DMEM/F12 + antibiótico + 10% de suero fetal bovino (FBS)] 

durante 30 minutos a 37ºC en un incubador. Pasado este tiempo, se realizaban varios lavados 

con PBS 1X. Acto seguido se procedía a la incubación con colagenasa P (1 mg/ml en 

DMEM/F12 + antibiótico + 10% de FBS) durante 5-6 horas a 37ºC en agitación constante.  

Tras este proceso, la suspensión se filtraba a través de un filtro de 40 µm y el eluido que 

contenía las células del disco intervertebral se centrifugaba durante 10 minutos a 200g. El pellet 

resultante, compuesto por las células, se sembraba en una placa hasta alcanzar la confluencia 

deseada. Todas estas etapas se llevaban a cabo bajo condiciones de esterilidad, dentro de una 

campana de cultivos. 
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Figura 24. Esquema representativo del protocolo de procesado de una muestra de disco intervertebral.  

Imagen de elaboración propia en Biorender®.  

 

Para el mantenimiento celular adecuado, se procedía al cambio de medio de cultivo de las 

células cada dos días. Para determinar el número de células en los experimentos, se contaban 

mediante el uso de Azul Tripán en una cámara de Neubauer. 

En el proceso de pasaje celular, se retiraba el medio de cultivo y se agregaba 1 ml de 

tripsina/0.5% EDTA por pocillo, tras realizar un lavado previo con PBS 1X. Después de añadir 

la tripsina, se permitía que actuara durante 5 minutos en el incubador a una temperatura de 37ºC 

para asegurar el desprendimiento total de las células en la placa. Luego, se procedía a la 

resuspensión en medio completo. Tras centrifugar y retirar la tripsina utilizada, las células se 

volvían a resuspender para el sembrado en los experimentos. Se llevaban a cabo un máximo de 

3 pases celulares para evitar la desdiferenciación celular. 
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3.2  EXTRACCIÓN DE ARN MENSAJERO  

Para la extracción del ARN mensajero se emplearon NZYol (NZYTech, Lisboa, Portugal) 

y el kit E.Z.N.A de ARN total (Omega Bio-tek, Inc., Norcross, GA, USA). Inicialmente, las 

células se sembraron y se trataron en placas p6 con una densidad de 2x105 células por pocillo. 

Una vez finalizado el tratamiento, se retiraba el medio de los pocillos y se agregaba NZYol. 

Posteriormente, se homogeneizaba la mezcla mediante pipeteo y se transfería a tubos tipo 

Eppendorf. En estos tubos, se añadían 150 μl de cloroformo, se mezclaban vigorosamente y se 

dejaban reposar a temperatura ambiente durante 5 minutos.  

Después de esta etapa, se procedía a una centrifugación a 12000 rpm a 4ºC durante 20 

minutos. La fase superior, que contiene el ARN, se transfería a nuevos tubos Eppendorf, a los 

cuales se les añadía una cantidad igual de etanol al 70%. Tras una correcta mezcla, esta solución 

se vertía a columnas de ARN junto con un colector y se centrifugaba a 10000 g durante 1 

minuto. El filtrado resultante se desechaba y se añadían 250 μl de tampón de lavado I. 

Posteriormente, se centrifugaba bajo las mismas condiciones mencionadas anteriormente. 

Luego, se añadían 75 μl de DNAsa y se dejaban incubar durante 15 minutos a temperatura 

ambiente. Tras esta incubación, se añadían otros 250 μl de tampón de lavado I y se 

centrifugaban de nuevo. 

Se cambió el tubo colector y se procedió a dos lavados consecutivos con 500 μl de tampón 

de lavado II. Finalmente, se centrifugó a 14000 g durante 2 minutos para asegurar la completa 

eliminación de la solución residual en el filtro de la columna. Después de esta etapa, se 

trasladaban las columnas a los tubos Eppendorf finales donde se almacenaría el ARN. Se 

añadieron 25 μl de agua libre de nucleasas en el centro de la columna, se dejó incubar durante 

2 minutos y posteriormente se centrifugó durante 2 minutos a 14000 g.  

El ARN resultante se cuantificó en un Nanodrop® y se guardó a -70ºC hasta su uso. Para 

comprobar la calidad del ARN obtenido, se observaron que las ratios de absorbancia 260/280 

y 260/230 fueran superiores a 2 y 1.7 respectivamente.  
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3.3  RT-QPCR  

3.3.1 Reacción de transcripción inversa (RT) 

La reacción de transcripción inversa se llevó a cabo utilizando el kit "NZY First-Strand 

cDNA Synthesis Kit" de NZYTech (Lisboa, Portugal), siguiendo estrictamente las indicaciones 

proporcionadas por el fabricante. Las cantidades de ARN total de partida fueron de entre 0.1 y 

1 μg.  Se diluyeron las cantidades de ARN para normalizar la cantidad de ARN total entre todas 

las muestras de cada experimento. 

 Posteriormente, se preparó la mezcla “master mix" del kit, utilizando 10 μL por muestra, 

junto con el mix enzimático, añadiendo 2 μL por muestra. La primera fase de la transcripción 

inversa se llevó a cabo en un termociclador durante 10 minutos a 25ºC, seguido de 30 minutos 

a 50ºC y finalmente 5 minutos a 85ºC.).  

En la etapa final, se agregó la ARNasa y se procedió a la segunda fase de la transcripción 

inversa, manteniendo la reacción durante 20 minutos a 37ºC (realizada también en 

termociclador). El ADNc resultante se conservó a -20ºC hasta su utilización posterior. 

3.3.2 qPCR 

Se llevaron a cabo PCRs cuantitativas a tiempo real realizadas en AriaMx Real-time PCR 

System (Agilent Technologies, Reference código G8830A) utilizando el protocolo estándar: 1 

ciclo de 10 minutos a 95ºC, seguido de 40 ciclos de 15 segundos a 95ºC y 1 minuto a 60ºC.  

Además, se llevó a cabo un análisis de la curva de disociación posterior con 1 ciclo a 95ºC 

durante 1 minuto, 55ºC durante 30 segundos y 95ºC durante 30 segundos. Se llevó a cabo esta 

curva de disociación para evaluar la especificidad de la amplificación y detectar la formación 

de productos no específicos o dímeros de cebadores. Con ello, evaluamos la especificidad y 

pureza de los productos amplificados.  

El sistema AriaMx Real-time PCR System, nos permite hacer un análisis cuantitativo 

relativo a un control, al que se asigna el valor de 1. Todos los resultados obtenidos fueron 

comparados con un control sin tratamiento de manera que los diferentes tratamientos son 

expresados de forma relativa a este valor del calibrador.  
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En cada muestra, se analizaron los genes de interés y un gen normalizador, principalmente 

gliceraldehído 3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH), que se mantiene constante con los 

tratamientos. El gen normalizador se utilizó como control de carga para asegurar que las 

diferencias observadas se deben a los efectos de los tratamientos.  

El sistema de cuantificación que utiliza nuestro programa es conocido como ΔΔCt, siendo 

Ct el ciclo a partir del cual la amplificación empieza a ser estadísticamente significativa. Ya 

que el Ct es inversamente proporcional al ADNc y sabiendo que en cada ciclo de PCR se 

duplican las copias, la expresión del gen viene dada por la fórmula:  

𝑬𝒙𝒑𝒓𝒆𝒔𝒊ó𝒏 𝒈é𝒏𝒊𝒄𝒂 =  𝟐−𝑪𝒕 

Ya que, como hemos dicho, las expresiones génicas se tienen que normalizar con un gen 

que permanece inmutable a los tratamientos, se divide la expresión del gen problema entre el 

gen normalizador, obteniendo lo siguiente: 

𝑬𝒙𝒑𝒓𝒆𝒔𝒊ó𝒏 𝒈é𝒏𝒊𝒄𝒂 =
𝟐−𝑪𝒕 (𝒈𝒆𝒏 𝒊𝒏𝒕𝒆𝒓é𝒔)

𝟐−𝑪𝒕 (𝒈𝒆𝒏 𝒏𝒐𝒓𝒎𝒂𝒍𝒊𝒛𝒂𝒅𝒐𝒓)
=  𝟐−[𝑪𝒕 (𝒈𝒆𝒏 𝒊𝒏𝒕)−𝑪𝒕(𝒈𝒆𝒏 𝒏𝒐𝒓𝒎)] = 𝟐−𝚫 𝐂𝒕 

Después de normalizar cada gen respectivamente con su control de carga, se realizan los 

cálculos de cuantificación relativa con la muestra control.  

Se determina el número de veces que aumenta o disminuye una condición o tratamiento 

con respecto al control. Para ello, se realiza el siguiente cálculo:  

𝟐−𝚫𝑪𝒕 (𝒈𝒆𝒏 𝒕𝒓𝒂𝒕𝒂𝒎𝒊𝒆𝒏𝒕𝒐)

𝟐−𝚫𝑪𝒕 (𝒄𝒐𝒏𝒕𝒓𝒐𝒍)
= 𝟐−[𝚫𝐂𝐭 (𝐠𝐞𝐧 𝐭𝐫𝐚𝐭)− 𝚫𝐂𝒕(𝒄𝒐𝒏𝒕𝒓𝒐𝒍)] = 𝟐−𝚫𝚫𝐂𝒕 

También como control de calidad de la PCR se añade un pocillo a la placa con la 

mezcla del cebador sin ningún tipo de muestra, que nos indicará la posible contaminación 

en el caso que el cebador amplifique si no se le añade ADNc.  

Master mix utilizada: SYBR green qPCR Master Mix de Qiagen 
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Tabla 1. Cebadores utilizados (marca Qiagen):  

Catálogo Descripción Símbolo Número de  

secuencia 

PPH09786B  E74-like factor 3  ELF3  NM_004433.4  

PPH00121B  Metaloproteinasa de matriz 13 MMP13 NM_002427  

PPH00446E  Lipocalina 2  LCN2  NM_005564.3  

PPH00150E  Gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa GAPDH  NM_002046.3  

PPH01136F  Sintasa de prostaglandina-endoperóxido 2 

(sintasa de prostaglandina G/H y 

ciclooxigenasa) 

COX2  NM_000963  

 

PPH00560C  Interleuquina 6   IL-6 NM_000600  

PPH00173E Óxido nítrico sintasa 2 NOS2 NM_000625 

PPH00152E Metaloproteinasa de matriz 9 MMP9 NM_004994 

PPH72244A Interleuquina 1 beta IL-1β NM_000576 

PPH00568A Interleuquina 8 CXCL8 NM_000584 

PPH00341F Factor de necrosis tumoral α TNFα NM_000594 

PPH02482B Progranulina GRN NM_002087 

PPH16287B Nicotinamida fosforribosiltransferasa NAMPT NM_005746 

PPH19934A Nucleobindina 2 NUCB2  

PPH08354A Miembro 2 de la familia E de serpinas SERPINE2 NM_006216 

PPH02377A Respondedor del receptor de ácido retinoico 2 RARRES2 NM_002889 

PPH14333A Grelina GHRL NM_016362 

PPH17251E Péptido antimicrobiano expresado en el 

hígado-2 

LEAP2 NM_052971 

PPH00623E Molécula de adhesión de células vasculares 1 VCAM1 NM_001078 

PPH01018C Hipoxantina-guanina fosforibosiltransferasa HPRT NM_000194 

PPH00235F Metaloproteinasa de matriz 3 MMP3 NM_002422 

PPH00028B Receptor de leptina LepR NM_002303 

PPH00581F Leptina LEP NM_000230 
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3.4  TRANSFORMACIÓN Y TRANSFECCIÓN.  

3.4.1 Bacterias competentes 

Para llevar a cabo la transfección, se adquirieron las ProClone™ Competent Cells, 

derivadas de E.coli (células DH5α), para la transformación de vectores de expresión. 

Se utilizó un medio de cultivo LB (compuesto por triptona, extracto de levadura, NaCl y 

agar) con ampicilina. Las bacterias se sembraron en placas utilizando el método de estría 

cruzada y se incubaron durante toda la noche a 37ºC 

A partir de las colonias obtenidas, se seleccionó una y se inoculó en 5 ml de medio LB 

líquido (triptona, extracto de levadura, NaCl y NaOH) y se realizó la incubación de la misma 

durante toda la noche en agitador orbital.   

Posteriormente se transfirieron 0.5 ml de ese precultivo a 50 ml de LB líquido y se incubó a 

37ºC en agitación hasta que la densidad óptica a 590 nm se encontró entre 0.4 y 0.6. Hecho esto, se 

centrifugó el cultivo bacteriano, se eliminó el sobrenadante y se resuspendió el pellet bacteriano en 

un buffer que contiene: 10% PEG, 5% DMSO, 10 mM MgCl2 y 10 mM MgSO4. A continuación se 

añadieron 625 μl de glicerol al 50% estéril, se hacieron alícuotas de 100 μl y se guardaron en el 

congelador a -80ºC. 

3.4.2 Transformación  

El protocolo de transformación se llevó a cabo mediante shock térmico, la alícuota de 

bacterias se dejó en hielo durante 10-15 minutos y se le añade ADN plasmídico ELF3 y se 

mezcló suavemente para después incubarlo de nuevo durante 30 minutos. Tras este tiempo de 

espera se realizó el choque térmico a 42ºC durante 45 segundos y después 2 minutos en hielo, 

añadiendo 150μL de LB a las bacterias competentes. Tras este proceso se incubaron 1 hora a 

37ºC en continua agitación. Este procedimiento de choque térmico es fundamental para facilitar 

la entrada del ADN plasmídico en las bacterias y promover la transformación exitosa.   
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Figura 25. Representación gráfica del protocolo de transformación de bacterias competentes.  

Elaboración propia (Biorender®).  

3.4.3 Transfección para sobreexpresión de ELF3 

Las transfecciones se llevaron a cabo utilizando los plásmidos obtenidos de las 

midipreparaciones. Las células se sembraron en placas de 6 pocillos con una densidad de 2x105 

células por pocillo, alcanzando las mismas una confluencia de entre el 75-90%. Antes de la 

transfección, el medio de cultivo fue reemplazado por Opti-MEM I Reduced Serum Medium 

(Thermo Fisher Scientific).  

Se preparó una mezcla de transfección combinando medio Opti-MEM I, 100 ng de ADN 

plasmídico (pELF3: vector de expresión de ELF3 o pCI: vector vacío) y TransFectin™ Lipid 

Reagent (BioRad) en la proporción recomendada por el fabricante. La mezcla se incubó a 

temperatura ambiente durante 15 minutos para permitir la formación de complejos. 

Posteriormente, la mezcla de transfección se añadió gota a gota a las células, las cuales se 

incubaron a 37°C durante 24 horas para permitir una eficiente transfección. Después de 24 horas 

de transfección, el medio de transfección se reemplazó por DMEM y αMEM (6:4) 

suplementado con un 20% de FBS. 

 Luego, a las 48 horas posteriores a la transfección, las células se estimularon con IL-1α a 

una concentración de 0.1 ng/mL durante 24 horas, seguido por la extracción de proteínas y 

ARNm. 
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El plásmido utilizado para la sobreexpresión proteica fue ELF3, cedido por la Dra. 

Goldring del Hospital for Special Surgery de Nueva York. Se comprobó mediante análisis de 

la expresión de ARN mensajero, que dichas transfecciones fueron satisfactorias.  

3.4.4 Silenciamiento del gen ELF3 

Se realizó el silenciamiento del gen ELF3 mediante el uso del kit TriFECTa® RNAi. Para 

ello se procedió a la siembra de una densidad de células de 2x105 células por pocillo (en p6), 

tras 24 horas se procedió a la transfección del siRNA del gen ELF3 del kit TriFECTa® RNAi 

(Integrated DNA Technologies) junto con el reactivo siLentFect (BioRad), lípido idóneo para 

la transfección de ARN de interferencia. La transfección se llevó a cabo en medio Opti-

MEMTM, sin antibiótico.  

La concentración utilizada para el silenciamiento fue de 20nM, añadiendo el siRNA a un 

tubo con 125μL de medio Opti-MEMTM, por otro lado, preparando el reactivo siLentFect en 

otros 125μL de Opti-MEMTM, una vez preparados a las concentraciones adecuadas, se 

mezclaron ambas preparaciones, dejándolas incubar durante 15 minutos. Este tratamiento se 

añadió a las células, dejándolo actuar durante 4 horas, tras las cuales se les retiró el medio 

cambiándolo por su medio habitual, y se les dejó durante 48 horas su recuperación y correcto 

silenciamiento. Pasado este tiempo se llevó a cabo el tratamiento con IL-1α.  

3.5  VIABILIDAD CELULAR 

Con el fin de evaluar el potencial citotóxico de las distintas sustancias naturales utilizadas 

en esta tesis, se llevó a cabo el ensayo colorimétrico de 4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl 

tetrazolium bromide (MTT). Este ensayo nos permite estudiar la actividad metabólica de las 

células vivas dentro del cultivo celular, debido a que la metabolización del MTT depende de la 

actividad redox celular y siendo por tanto un marcador de su estado metabólico. Al mismo 

tiempo, se utiliza como medida indirecta de viabilidad o proliferación de las células.  

Específicamente, se evaluó el potencial citotóxico del oleocanthal en un rango de dosis de 

1 a 5 μM. Este ensayo está basado en la oxidoreductasa mitocondrial NADPH (nicotinamida 

adenina dinucleótido fosfato) que tiene la capacidad de reducir las sales de tetrazolium en 
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cristales insolubles que tornan en color púrpura, este color, es medido en un rango de 598nm 

mediante la ayuda de un espectrofotómetro [219].  

 

Figura 26.  Reducción enzimática de 4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide (MTT) a sal 

de formazán [220].  

Imagen de elaboración propia.  

 

El compuesto resultante de la reacción, la sal de formazán, resulta ser proporcional al 

número de mitocondrias funcionales en las células vivas.  

Para llevar a cabo este ensayo, se sembraron 8000 células por pocillo en una placa de 96 

pocillos y se permitió su adhesión durante un día. Se realizó una serodeprivación de las células 

durante 4 horas previas al tratamiento. Luego, se expusieron las células a diferentes 

concentraciones de oleocanthal con un pretratamiento de 4 horas. Tras este pretratamiento, se 

procedió a tratarlas con LPS o IL-1α a una concentración de 100 ng/ml o 0.1ng/ml 

respectivamente durante 24 horas a 37ºC. 

Previo a la finalización del tratamiento se añade el MTT (4 horas antes) a una concentración 

de 0.5mg/ml. Pasadas 4 horas, y coincidiendo con las 24 horas del tratamiento con el LPS/IL-

1α, se añade un agente solubilizante (SDS 10% in HCl 0.01M), que se encarga de disolver la 

sal de formazán. La absorbancia se midió 24 horas después de añadir el agente solubilizante en 

un lector de ELISA a una longitud de onda de 550nm (Titertek Multiscan; Labsystems, 

Helsinki, Finland).  

La viabilidad fue medida comparando el control de las células sin tratar, utilizando la 

siguiente fórmula:  

𝑽𝒊𝒂𝒃𝒊𝒍𝒊𝒅𝒂𝒅 𝒄𝒆𝒍𝒖𝒍𝒂𝒓(%) =
𝑨𝒃𝒔𝒐𝒓𝒃𝒂𝒏𝒄𝒊𝒂 𝒅𝒆𝒍 𝒕𝒓𝒂𝒕𝒂𝒎𝒊𝒆𝒏𝒕𝒐

𝑨𝒃𝒔𝒐𝒓𝒃𝒂𝒏𝒄𝒊𝒂 𝒅𝒆𝒍 𝒄𝒐𝒏𝒕𝒓𝒐𝒍 
𝒙 𝟏𝟎𝟎 
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3.6   ENSAYOS INMUNOHISTOQUÍMICOS 

Para la técnica de inmunohistoquímica, las muestras se incubaron en portaobjetos a 

temperatura ambiente. Se inició con un bloqueo utilizando una solución de recuperación de 

epítopos inducida por calor a pH alto (97ºC) durante 20 minutos. Luego, se aplicó el anticuerpo 

primario, Anti-ESE-1 (ab97310) (Abcam), diluido a 1:100, durante 30 minutos, eliminando el 

exceso de solución tamponada posteriormente. Después de un lavado adecuado con solución 

tamponada, se aplicó el polímero marcado con HRP durante 20 minutos, utilizando el sistema 

EnVision® + Dual Link System HRP (polímero de dextrano conjugado con peroxidasa de 

rábano picante y anticuerpos aislados de cabra anti-mouse y anti-rabbit) (Dako Agilent, K4065). 

A continuación, se aplicó la solución de sustrato cromógeno, cubriendo la muestra 

adecuadamente con DAB+ (1 mL de solución tampón de sustrato que contiene peróxido de 

hidrógeno y 20 µL de 3,3′- solución cromógena de tetraclorhidrato de diaminobencidina) 

durante 10 minutos. Finalmente, se realizó la contratinción con hematoxilina (Hematoxilina 

EnVision FLEX) durante 15 minutos. Posteriormente, se lavaron las muestras con agua 

destilada y se procedió a la observación bajo el microscopio. 

3.7  EXTRACCIÓN DE PROTEÍNA  

Después de completar el tratamiento correspondiente, se descartó el medio de las células y 

se procedió a realizar un lavado con PBS frío, el cual también fue descartado. Luego, se 

añadieron 50 μL de un tampón de lisis compuesto por 10 mM de Tris–HCl a pH 7.5, 5 mM de 

EDTA, 150 mM de NaCl, 30 mM de sodio pirofosfato, 50 mM de fluoruro de sodio, 1 mM de 

sodio ortovanadato, 0.5% de Triton X-100, 1 mM de PMSF y 0.5M de EDTA. Además, se 

incorporó un cóctel inhibidor de proteasas (AEBSF, Aprotinina, Bestatina, E64, Leupeptina, 

Pepstatina A) (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). 

Con la ayuda de un raspador despegamos todas las trazas de células junto con el tampón 

de lisis para obtener las proteínas, este tampón de lisis de cada pocillo se pasó a tubos tipo 

Eppendorf, los cuales fueron sometidos a una vigorosa agitación en vortex cada 5 minutos 

durante un total de 20-25 minutos. Después de esta incubación se centrifugaron a 14000 rpm 

durante 20 minutos a 4ºC. El pellet fue descartado, y el sobrenadante, que contenía las proteínas, 

se almacenó a -40ºC para su uso posterior. 
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3.7.1 Cuantificación de la proteína 

Para llevar a cabo la cuantificación de las proteínas extraídas se utilizó el método Bradford, 

(DC protein assay, Biorad), con albúmina sérica bovina (BSA) como proteína estándar.  

Se generó una curva estándar utilizando diferentes concentraciones conocidas de BSA para 

establecer la relación entre la absorbancia y la concentración (Figura 27). 

 

Figura 27. Ejemplo de recta patrón para la determinación de la concentración de proteínas mediante el método 

Bradford.  

Las muestras se prepararon mediante una dilución de 1:5 de reactivo de Bradford con agua 

destilada (800 μL de agua destilada, 198 μL de reactivo de Bradford y 2 μL de muestra). 

Después de la adecuada preparación y agitación, se transfirieron las muestras a cubetas y se 

procedió a la lectura de la absorbancia a 595 nm utilizando un espectrofotómetro. 

3.8   WESTERN BLOT  

Después de la extracción de proteínas, se procedió a la preparación de las muestras para el 

ensayo de Western Blot. Se ajustó la cantidad de proteína a utilizar por muestra en un rango de 

20 a 40 μg y se mezcló con la cantidad adecuada de buffer de carga (75% de proteína y 25% de 

buffer de carga). Posteriormente, las muestras fueron calentadas a 100 ºC en un termobloque 

durante 5 minutos. 

Para la electroforesis en geles de acrilamida, se prepararon dos tipos de geles: el gel 

concentrador (stacking) y el gel separador (resolving). El gel concentrador, con un pH más 

ácido, permite el rápido movimiento de las proteínas hacia el siguiente gel, mientras que el gel 
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separador discrimina las proteínas según su peso molecular. En general, se utilizaron geles al 

10% de acrilamida.  

 

Figura 28. Esquema del protocolo de Western Blot.  

Se representa el proceso de elaboración del Western Blot. 1. Tras haber realizado el tratamiento se procede al 

lisado de las proteínas 2. Se prepara el lisado proteico con el buffer de carga 3. Se preparan los geles SDS-page. 

4. Se procede a la electrotransferencia en una membrana de fluoruro de polivinilideno (PVDF). 5. Se añaden los 

anticuerpos (primario toda la noche y secundario 1 hora) 6. Tras los lavados después del anticuerpo secundario 

se procede a la lectura.  
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Soluciones para preparar geles electroforesis de SDS: 

Gel separador 10% (25-100 kDa) 

10ml por gel x1 x2 

H2O 4 ml 7.9 ml 

Acrilamida mix 30% 3.3 ml 6.7 ml 

Tris HCl 1.5M pH8.8 2.5 ml 5 ml 

SDS 10% 100 µl 200 µl 

APS 10% 100 µl 200 µl 

TEMED 4 µl 8 µl 

Volumen total (ml) 10 20 

 

Gel concentrador (5%) 

4ml por gel x1 x2 

H2O 2.7 ml 5.5 ml 

Acrilamida mix 30% 670 µl 1.3 ml 

Tris HCl 1 M pH6.8 500 µl 1 ml 

SDS 10% 40 µl 80 µl 

APS 10% 40 µl 80 µl 

TEMED 4 µl 8 µl 

 

Cuando se tienen preparados los geles en la cubeta de Western Blot, se hacen correr las 

proteínas a través del gel hasta que se separan adecuadamente, acto seguido se pasa a una 

membrana de fluoruro de polivinilideno (PVDF) mediante el método de transferencia. La 

membrana de PVDF se activa previamente con metanol, durante 30 segundos, más tarde se 

hace un lavado a la misma con agua durante 5 minutos y se deja con tampón de transferencia 

(100ml TGS 10x, 200ml metanol y 700ml de agua destilada) hasta su uso.  

Se realizó transferencia semiseca en el aparato Trans-Blot® SD Semi-Dry Transfer Cell 

(Bio Rad), poniendo papel de filtro grueso, la membrana de PVDF, el gel con las proteínas 

(descartando el gel concentrador) y colocando encima más papel de filtro grueso, todo ello 

convenientemente hidratado en tampón de transferencia. Y se procede a la transferencia de 1 

hora con un amperaje fijo de 250mA (350mA en el caso de dos geles).  
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Una vez transferidas las proteínas a las membranas se procedió a bloquear las mismas con 

tampón de bloqueo hecho con leche al 5% (skim milk powder VWR chemicals) en una solución 

de Tris Buffer Saline-Tween 20 (TBS-T al 1%) por una hora a temperatura ambiente.  

Los anticuerpos primarios (Tabla 2) se resuspendieron en una solución de TBS-T al 1% de 

BSA utilizando la ratio de uso recomendado por el fabricante (generalmente una dilución 

1:1000, en tampón de bloqueo), incubando la membrana durante toda la noche a 4ºC.  

Tras la incubación de la membrana, se lavó la misma con TBS-T: 4 lavados durante 10 

minutos cada uno a temperatura ambiente y en un agitador. Tras ello se le añade a la membrana 

el anticuerpo secundario correspondiente (dependerá de la naturaleza del anticuerpo primario) 

a una concentración de 1:2000 en BSA al 1% en TBS-T, dejándolo incubar durante una hora a 

temperatura ambiente y agitación.  

Tras la incubación con el anticuerpo secundario, se vuelve a lavar 4 veces la membrana 

con TBS-T durante 10 minutos cada lavado. Tras estos lavados, la membrana está lista para ser 

revelada, este proceso se realizó con Immobilon® (Millipore) como agente revelador, con una 

mezcla del mismo 1:1 de los reactivos que lo conforman, y se dejó incubar 5 minutos a 

temperatura ambiente. Las imágenes fueron obtenidas con el sistema ChemiDoc MP Imaging 

System (Bio-Rad Laboratories, Inc.), y la densitometría posterior se realizó con el software 

Image Lab 6.0.1 Software (Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules CA, USA). Una vez revelada 

la membrana, se retiró el anticuerpo, liberando nuevamente las proteínas en la membrana para 

posteriores anticuerpos problema. Como proteína control de carga utilizamos el anticuerpo de 

GAPDH, que nos permite confirmar las diferencias de expresión en la proteína de interés en 

función de los tratamientos normalizando la cantidad cargada en el gel de las mismas.  

Como proceso de deshibridación de los anticuerpos (stripping) se utilizó un tampón con 

SDS 10%, Tris-HCl 2M pH 6.8; β-mercaptoetanol y agua. Para su uso se añadió el mismo a la 

membrana y se dejó por 30 minutos en un baño a 55ºC. Tras ello, se realizaron 4 lavados de 10 

minutos con TBS-T, realizando nuevamente un bloqueo con leche al 5% durante 1 hora.  

En el caso que la membrana se quiera guardar, se seca apropiadamente con papel de filtro 

y se almacena. Si fuese necesario su uso se debe hidratar adecuadamente como realizábamos 

con la membrana de PVDF (metanol 30 segundos, agua 5 minutos y tampón de transferencia).  
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Tabla 2. Anticuerpos primarios utilizados 

Anticuerpo 

primario 

Peso molecular 

(kDa) 
Casa comercial Dilución 

Anticuerpo 

secundario 

correspondiente 

GAPDH 37 Sigma Aldrich 1:1000 Conejo 

MMP13 60 Cell Signaling 1:1000 Conejo 

NOS2 130 Cell Signaling 1:1000 Conejo 

COX2 74 Cell Signaling 1:1000 Conejo 

ELF3 42 GeneTex 1:1000 Conejo 

IL-6 25 Cell Signaling 1:1000 Conejo 

Fosfo-P65 65 Cell Signaling 1:1000 Conejo 

P65total 65 Cell Signaling 1:1000 Conejo 

 

3.9  ANÁLISIS METABÓLICO DE LAS CÉLULAS DE DISCO INTERVERTEBRAL 

El análisis metabólico fue llevado a cabo por OWL Metabolomics (Bizkaia, España).  Las 

muestras seleccionadas se fraccionaron en grupos con cualidades fisicoquímicas comparables, 

utilizando las combinaciones correctas de solventes orgánicos, como se describió anteriormente 

[221], para la extracción de los metabolitos. Se utilizaron cuatro plataformas basadas en 

cromatografía líquida de alta resolución asociada a espectrometría de masas (UHPLC-MS) para 

realizar perfiles de: acilos grasos, ácidos biliares, esteroides y lisoglicerofosfolípidos 

(plataforma 1); glicerolípidos, glicerofosfolípidos, esteroles lípidos y esfingolípidos 

(plataforma 2); aminoácidos (plataforma 3); perfilado de metabolitos polares, incluido el 

metabolismo central del carbono (plataforma 4). La calidad general del procedimiento de 

análisis se supervisó utilizando extractos repetidos de las muestras de control de calidad, a 

saber, muestras de calibración, validación, blanco y blanco de idoneidad del sistema [222].   

El procesamientos de datos se realizó con TargetLynx para MassLynx 4.1 (Waters Corp.) 

.[223]. La corrección de respuesta dentro del lote y entre lotes fue realizada siguiendo el 

procedimiento descrito por Martínez-Arranz et al. [224].  
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3.10 ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

Los resultados obtenidos en esta tesis están expresados como las medias ± el error estándar 

de la media (SEM) de al menos tres experimentos diferentes. La selección de las muestras se 

llevó a cabo de manera aleatoria, con una estratificación específica en grupos de interés, tales 

como NP sano, AF sano y AF degenerado. Se utilizó el paquete de software estadístico R v.3.1.1 

(R Development Core Team, 2011, AUT) para el análisis de datos metabolómicos, mientras 

que GraphPad Prism 9 (GraphPad Software, San Diego, CA) fue utilizado para el resto de 

análisis.  

Las comparaciones entre grupos experimentales se llevaron a cabo utilizando la prueba de 

la t de Student para muestras independientes (distribución normal, bidireccional). Este test fue 

utilizado cuando teníamos que comparar dos grupos entre sí. Por otro lado, se utilizó también 

el análisis de varianza unidireccional (ANOVA), cuando se debía comparar tres o más grupos 

independientes. En ambos casos se consideró significativo un valor de p < 0,05. 
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3.11  REACTIVOS Y APARATOS 

 ARNi – Integrated DNA Technologies, Iowa, EEUU.  

 Acrilamida - Bio-Rad laboratories, Alfred Nobel Drive, Hercules, California, EEUU.  

 Anticuerpo anti-rabbit - GE Healthcare UK Limited, Little Chalfont Bukinghamshire, 

Reino Unido.  

 Anticuerpo anti-GAPDH - Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EEUU.  

 Aparato de tansferencia semiseca TRANSBLOT®– Bio-Rad laboratories, Alfred 

Nobel Drive, Hercules, California, EEUU.  

 β-Mercaptoetanol - Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA.  

 ChemiDoc MP ImagingSystem (Bio-Rad Laboratories,Inc.) 

 Colagenasa P - Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EEUU.  

 Dexametasona - Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EEUU.  

 Glicina - Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EEUU.  

 Graphpad prism: programa de análisis estadístico – GraphPad Software Inc., San 

Diego, CA, EEUU.  

 IL-1β (humana) - Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EEUU.  

 IL-1α (humana) - Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EEUU.  

 Image Lab – Programa de densitometría para Western Blot, Bio-Rad laboratories, 

Alfred Nobel Drive, Hercules, California, EEUU. 

 LPS - Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EEUU.  

 Revelador Immobilion western detection Kit – Millipore, MA, EEUU.  

 Kit de extracción de ARN y proteína – Kit E.Z.N.A ARN total (Omega Bio-tek, Inc., 

Norcross, GA, USA) 

 Kit de extracción de ADN plasmídico (midiprep) - Nzytech; Portugal.   

 Kits de RT – Nzytech, Portugal  

 Lector de ELISA Multiscan EX – Thermo Labsystems, East Forge Parkway, Franklin, 

MA, EEUU.  

 Leptina (humana) - Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EEUU.  

 Marcador de peso molecular de proteínas - Precision Plus Protein Dual, Bio-Rad 

laboratories, Alfred Nobel Drive, Hercules, California, EEUU. 

 Medio DMEMα (Dulbecco's modified eagle's medium) - Gibco, EEUU.  
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 Medio MEMα (medio mínimo esencial modificado α) - Gibco, EEUU.  

 MTT (3-[4,5-Dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium bromide) - Sigma 

Aldrich, St. Louis, MO, EEUU.  

 NZYol, MB18501 (trizol) - Nzytech; Portugal.   

 PBS – Tabletas sin calcio ni magnesio – MP Biomedicals, LLC, Illkirch, France.  

 Penicilina/Estreptomicina - Lonza, Verviers, Belgica.  

 Primers (cebadores) - SABiosciences Corporation (QIAGEN Company), MD, EEUU.  

 Pronasa - Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EEUU.  

 Concentrado del Reactivo de Tinción para Ensayo de Proteínas Bio-Rad, Bio-Rad 

laboratories, Alfred Nobel Drive, Hercules, California, EEUU. 

 PVDF (polyvinylidene difluoride) transfer membrane - Millipore, MA, EEUU.  

 SDS - Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EEUU.  

 Seroalbúmina bovina (BSA) - Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EEUU. 

 siLentFect - Bio-Rad laboratories, Alfred Nobel Drive, Hercules, California, EEUU.  

 Sistema de electroforesis de geles de acrilamida - Bio-Rad laboratories, Alfred Nobel 

Drive, Hercules, California, EEUU.  

 Sistema de PCR en tiempo real (Agilent AriaMX thermal cycler, Agilent 

Technologies, Reference code. G8830A), Stevens Creek Boulevard, Santa Clara, CA, 

EEUU.  

 Software estadístico R v.3.1.1 (R Development Core Team, 2011, AUT) 

 Suero Fetal Bovino (FBS) - Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EEUU.  

 TransFectin™ Lipid Reagent, Bio-Rad laboratories, Alfred Nobel Drive, Hercules, 

California, EEUU. 

 Tris Base - Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EEUU.  

 TriFECTa® RNAi (Integrated DNA Technologies) de Bio-Rad laboratories, Alfred 

Nobel Drive, Hercules, California, EEUU. 

 Tripsina/EDTA 0.5% - Lonza, Verviers, Belgica.  

 Triton X100 - Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EEUU.  

 Tween 20 - Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EEUU.  
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4 RESULTADOS 

CAPÍTULO I:  

Caracterización del disco intervertebral* 
 

 

*Los resultados de este capítulo ya han sido publicados en: “Metabolomic signature and molecular profile 

of normal and degenerated human intervertebral disc cells” - Vera Franciscoa,b; Djedjiga Ait Eldjoudib; 

María González-Rodríguezb; Clara Ruiz-Fernándezb; Alfonso Cordero-Barrealb; Patrice Marquesc; Maria 

Jesus Sanzc,d; José T. Reala,d,e; Francisca Lagof ; Jesús Pinob,*;Yousof Farragb; Oreste Gualillob. 

a Institute of Health Research INCLIVA and Endocrinology and Nutrition Service, University Clinic Hospital of 

Valencia, Calle Menéndez y Pelayo 4, 46010 Valencia, Spain 
bSERGAS (Servizo Galego de Saude) and IDIS (Instituto de Investigación Sanitaria de Santiago), NEIRID Lab 

(Neuroendocrine Interactions in Rheumatology and Inflammatory Diseases), Research Laboratory 9, Santiago 

University Clinical Hospital, Tr. da Choupana s/n, 15706 Santiago de Compostela, Spain 
c University Clinic Hospital of Valencia and Department of Pharmacology, Faculty of Medicine and Odontology, 

Institute of Health Research INCLIVA, University of Valencia, Calle Menéndez y Pelayo, nº 4, 46010 Valencia, Spain 
d CIBERDEM - Spanish Biomedical Research Centre in Diabetes and Associated Metabolic Disorders, ISCIII, Av. 
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4.1 CAPÍTULO I: CARACTERIZACIÓN DEL DISCO INTERVERTEBRAL 

4.1.1 Perfil metabolómico hallado en el disco intervertebral 

Con el fin de elaborar un perfil metabolómico de disco sano y degenerado y poner en 

conocimiento las diferencias entre ellos, se llevó a cabo un estudio utilizando la técnica de 

cromatografía líquida de alta resolución asociada a espectrometría de masas (UHPLC-MS).  

La UHPLC-MS se realizó en células de pacientes sanos y con degeneración de disco 

intervertebral (grupos experimentales). El análisis metabólico de las muestras se llevó a cabo 

considerando 4 clases de metabolitos:  

1) Ácidos grasos, ácidos biliares, esteroides, lisoglicerofosfolípidos.  

2) Glicerolípidos, glicerofosfolípidos, lípidos esteroles y esfingolípidos.  

3) Aminoácidos  

4) Perfil de metabolitos polares, incluyendo los del metabolismo central del carbono.  

De cada perfil metabolómico obtuvimos una medida con tendencia linear, los resultados 

que estaban fuera del 30% de esta medida linear fueron descartados. La normalización de los 

datos se llevó a cabo mediante el procedimiento descrito por Martínez-Arranz et al. [224].   

4.1.1.1 Análisis multivariante 

Se llevó a cabo un análisis multivariante con el fin de visualizar, de forma sencilla, las 

agrupaciones de metabolitos en los diferentes grupos experimentales. Se realizó un análisis de 

componentes principales (PCA) en el que se observó cierta asociación de las muestras según el 

grupo experimental y el género (en el caso de las muestras degeneradas) (Figura 29). Con el fin 

de corroborar estos hallazgos, se realizó un análisis discriminante de mínimos cuadrados 

parciales ortogonales (OPLS-DA). En este modelo, se consiguió una clara agrupación de 

muestras según el grupo experimental (Figura 30).  
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Figura 29. Gráfico de dispersión de puntos del modelo PCA de muestras de células en los diferentes grupos 

experimentales.  

Se representan en color rojo las pacientes mujeres con DDI (n=5), en azul los pacientes hombres con DDI 

(n=5) y en blanco los sujetos sanos(n=5).  
 

 

Figura 30. Gráfico de dispersión de puntos del modelo OPLS-DA de muestras celulares de disco intervertebral 

sano (blanco) y degenerado (azul).  

Se representan en color azul los pacientes con DDI (n=10) y en blanco los sujetos sanos (n=5).  
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Como muestra la Figura 31, los metabolitos que se encuentran lejos del origen del gráfico 

tienen un impacto más fuerte en el modelo. Además, las variables correlacionadas 

positivamente están agrupadas juntas, mientras que las variables correlacionadas negativamente 

están posicionadas en los lados opuestos del origen del gráfico.  En ambos casos, los metabolitos 

responsables de las diferencias entre los grupos de muestras fueron principalmente los ácidos 

biliares (BA) y ceramidas (Cer), los cuales parecían estar aumentados en las células obtenidas 

de discos degenerados. En la Figura 31 están representados los diferentes metabolitos 

estudiados en este análisis. La distribución de los metabolitos del resto de las clases depende 

del metabolito, aunque la mayoría de ellos parecían estar disminuidos en las células obtenidas 

de discos degenerados.  

 

Figura 31. Diagrama de dispersión de cargas del modelo OPLS-DA de muestras de disco intervertebral. 

 Diagnóstico del modelo (A=4; R2X=0,771; R2Y= 0,900; Q2X=0,230). AA: aminoácidos; BA: ácidos biliares; 

Carb Acid: ácidos carboxílicos; Cer: Ceramidas; Cho: colesterol; ChoE: ésteres de colesterol; CMH: 

Monohexosilceramidas; DG: Diglicéridos; LPC: Lisofosfatidilcolinas; LPE: Lisofosfatidiletanolaminas; LPI: 

Lisofosfatidilinositoles; Misc: miscelánea; MUFA: Ácidos grasos monoinsaturados; NAE: N-acil etanolaminas; 

Ns: nucleósidos; PC: fosfatidilcolinas; PE: Fosfatidiletanolaminas ; PUFA: Ácidos grasos poliinsaturados; SFA: 

Ácidos grasos saturados; SM: Esfingomielinas; TG: triglicéridos. 
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4.1.1.2 Análisis univariante 

Sobre estas muestras, se llevó a cabo un análisis de datos univariante, calculando el 

porcentaje de cambios con un test t de Student p-value.  

Una vez que determinamos diferencias entre los distintos grupos experimentales, quisimos 

estudiar más en detalle la composición de ese metaboloma. En total se identificaron 357 

metabolitos, de los cuales ocho de los metabolitos disminuían significativamente en los discos 

intervertebrales degenerados con respecto a los sanos (Figura 33) (Tabla 3). Nuestros datos 

también presentan una tendencia a la disminución de ácidos grasos (FA), triglicéridos (TG), 

ésteres de colesterilo (Cho), glicerofosfolípidos [especialmente diacilglicerofosfocolinas 

(DAPC) y lipososfatidilinositoles (LPI)] y esfingomielinas (SM) en el disco degenerado en 

comparación con el disco sano (Tabla 3).  Por el contrario, los discos degenerados tienen niveles 

ligeramente aumentados, aunque no significativos de triglicéridos (TG) con cadenas de acilo 

más cortas, ácidos biliares (BA), y ceramidas (Cer), monohexosilceramidas (CMH) y 

carbohidratos (CHO) en comparación con discos sanos (Figura 32).  

Cabe destacar que cuando comparamos por sexo, el perfil metabólico difiere 

significativamente. Por un lado, observamos que los hombres tienen una gran cantidad de 

metabolitos reprimidos en comparación con el tejido sano. Sin embargo, las mujeres poseen 

una tendencia general al alza en casi todos los metabolitos mostrados, lo cual nos sugiere que 

el sexo puede ser un factor que influye en el metaboloma global durante la degeneración de 

disco intervertebral (Figura 32).  

No todas estas comparaciones arrojaban resultados estadísticamente significativos, por lo 

cual, se decidió hacer un análisis más detallado con aquellos que en al menos uno de los grupos 

tuvieran significatividad (Tabla 3).  
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Figura 32 . Representación en mapa de calor (heatmap) de los metabolitos obtenidos por HPLC-MS para las 

diferentes muestras de disco sanas y degeneradas  
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Se indican debajo de la figura los códigos de color para el log2 (fold-change) y p-valores del test t de student con 

comparaciones no pareadas. En la gráfica observamos en color verde los metabolitos que están disminuidos en disco 

degenerado en comparación con los discos sanos. Mientras que el color rojo nos indica un aumento de los metabolitos. 

A mayor intensidad del color representado, mayor aumento o disminución, respectivamente.  Se utilizó un tamaño 

muestral de 5 pacientes mujeres con DDI, 5 pacientes hombres con DDI y 5 sujetos sanos. AA: Aminoácidos; SFA: 

Ácidos grasos saturados; FA: Ácidos grasos; MUFA: Ácidos grasos monoinsaturados; PUFA: Ácidos grasos 

poliinsaturados; NAE: N-acil etanolaminas; DG: Diglicéridos; TG: Triglicéridos; Cho: colesterol; ChoE: ésteres de 

colesterol; BA: ácidos biliares; PE: Fosfatidiletanolaminas; DAPE: Diacilglicerolfosfoetanolaminas; MEMAPE: 1-

éter, 2-acilflicerofosfoetanolaminas; LPE: Lisofosfatidiletanolaminas; MAPE: 1 o 2 

monoacilglicerofosfoetanolaminas; MEPE: 1-monoeterglicerofosfoetanolaminas; PC: Fosfatidilcolinas; DAPC: 

Diacilglicerolfosfocolinas; MEMAPC: 1-éter, 2-acilglicerofosfocolinas; LPC: Lisofosfatidilcolinas; MAPC: 1 o 2 

monoacilglicerofosfocolinas; MEPC: 1-monoeterglicerofosfocolinas; PI: Fosfatidilinositoles; LPI: 

Lisofosfatidilinositoles; Cer: Ceramidas; SM: Esfingomielinas; CMH: Monohexosilceramidas; CHO: Carbohidratos; 

Carb acids: ácidos carboxílicos; Ns: Nucleósidos.  
 

Tabla 3. Metabolitos encontrados significativamente alterados en disco degenerado vs sano. 

 Comparación de los metabolitos significativamente relevantes de disco degenerado frente a disco sano. Log2 fold-

change y p-valores de t de student no pareada se indican con la leyenda de colores. LPE: 

lisofosfatidiletanolaminas; PC: fosfatidilcolinas; LPC: lisofosfatidilcolinas; LPI: lisofosfatidilinositoles; SM: 

esfingomielinas.  

 

Clase Metabolito 

Disco degenerado vs disco sano 

(ambos sexos) 

log2(fc) p valor 

Diacilgliceroles DG (34:2) -0,99 4,51E-04 

Triacilgliceroles 

TG (52:4) -1,30 1,79E-02 

TG (54:5) -1,06 3,88E-02 

TG (55:3) -0,57 2,79E-01 

TG (58:4) -0,89 8,06E-02 

TG (58:10) -1,50 9,99E-03 

Ácidos biliares Ácido glicodeoxicólico 0,64 9,55E-02 

LPE 
PE (22:4/0:0) -0,41 5,29E-01 

PE (0:0/16:1) -0,62 1,35E-01 

PC 

PC (14:0/18:2) -0,99 4,34E-02 

PC (34:3) -0,89 7,36E-02 

PC(O-20:0/20:4) 1,03 1,57E-01 

LPC 

PC (0:0/17:1) -0,68 1,86E-01 

PC (0:0/20:4) 0,69 1,95E-01 

PC (0:0/22:5) -0,37 2,39E-01 

LPI 
LPI (18:1) -1,55 2,23E-03 

LPI (18:2) -1,12 9,72E-03 

SM 
SM (31:1) -0,68 4,74E-02 

SM(d18:1/12:0) -0,35 3,25E-01 

-2 -1 1 2
p<0,05 p<0,01 p<0,001
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Los metabolitos con mayores diferencias entre grupos, fueron representadas con un gráfico 

de cajas y bigotes para mayor claridad de los resultados (Figura 33).  

 

Figura 33.  Niveles de los metabolitos indicados en disco intervertebral degenerado (n=10, 5 hombres, 5 

mujeres) y en el disco intervertebral sano (n=5). 

Unidades relativas de intensidad de los metabolitos indicados. A: diacilglicerol 34:2 [ DG (34:2)]; B: 

Triacilglicerol 52:4 [TG (52:4)]; C: Triacilglicerol 58:10 [TG (58:10)], D: Triacilglicerol 54:5[TG (54:5)], E: 

fosfatidilinositol 18:2 [LPI (18:2)]; F: fosfatidilinositol 18:1 [LPI (18:1); G: fosfatidilcolina (PC [14:0/18:1]); 

H: Esfingomielina (SM [31:1]). Observamos los distintos metabolitos disminuidos en disco intervertebral 

degenerado con respecto al sano. Los valores se representan como media de intensidad relativa ± IQR (rango 

intercuartil). *p<0,05, **p0,01, ***p0,001 en comparación con disco sano. 

4.1.2 Perfil comparativo de expresión génica del disco intervertebral en estado basal  

Se comparó la expresión génica de células de disco sano (clasificadas en NP y AF) y disco 

degenerado. Se llevó a cabo el estudio de expresión de ARN mensajero (ARNm) de los 

siguientes genes: NOS2, COX2, IL-6, IL-8, IL-1β y TNFα (asociados a inflamación); LCN2, 

PGRN, NAMPT, NUCB2, SERPINE2 y RARRES2 (adipoquinas); MMP9 y MMP13; grelina 

y LEAP2 y VCAM-1.  

Como se puede observar en la Figura 34 A-F, H-L, M, Ñ, O, no se encontraron diferencias 

significativas entre los grupos sano NP, sano AF y degenerado, correspondientes a los genes de 

NOS2, COX2, IL-6, IL-8, IL-1β, TNFα, PGRN, NAMPT, NUCB2, SERPINE2, RARRES2, 



MARÍA GONZÁLEZ RODRÍGUEZ 

110 

GHRL, MMP13, y MMP9. Por el contrario, determinamos una disminución considerable en la 

expresión de LCN2 (Figura 34 G) y LEAP2 (Figura 34N) en células de disco degenerado en 

comparación con sano AF, mientras que VCAM-1 (Figura 34P) mostraba un aumento 

significativo en el disco degenerado con respecto al sano AF.  Los dos tipos celulares sanos 

(AF y NP) no mostraron ningún tipo de diferencias significativas entre ellos.  

Para facilitar la visualización de estos resultados se generó un mapa de calor (Figura 35), 

donde aparte de las diferencias antes descritas, también podemos observar que los genes con 

mayor expresión son PGRN y SERPINE2, mientras que los genes menos expresados en estos 

tipos celulares fueron IL-1β y TNFα.  

 

Figura 34. Comparación del perfil de expresión de ARN mensajero en disco sano (NP sano y AF sano) y disco 

degenerado.  

 Expresión de ARN mensajero en los grupos indicados de los genes NOS2 (A), COX2 (B), IL-6(C), IL-8 (D), IL-

1β(E), TNFα(F), LCN2(G), PGRN(H), NAMPT(I), NUCB2 (J), SERPINE2 (K), RARRES2(L), GHRL(M), LEAP2 

(N), MMP13 (Ñ), MMP9(O) y VCAM-1(P). Los datos se representaron en log2 fold change media ± SEM de 9 

experimentos independientes. *p<0,05, **p0,01, ***p0,001 en comparación con disco sano AF.  
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Figura 35. Representación en mapa de calor de la comparación del perfil de expresión de ARN mensajero en 

disco sano (NP sano y AF sano) y disco degenerado. 

 Mapa de calor representando log2 fold change de la expresión de ARN mensajero de las diferentes muestras. Del 

violeta al rojo se incrementan los valores de log2 (fold-change). 

4.1.3 Perfil comparativo de expresión génica del disco intervertebral con estímulos 

inflamatorios 

Una vez analizadas las diferencias de expresión génica en estado basal, quisimos investigar 

los efectos de estímulos proinflamatorios como la IL-1β y la leptina en el disco intervertebral. 

Estudios previos de nuestro grupo han demostrado que la IL-1β y la leptina son capaces de 

actuar de manera conjunta en la inducción de la respuesta inflamatoria en condrocitos [225]. 

Para comprobar que estos dos factores también producen sinergia en las células de disco 

intervertebral, tratamos células de disco intervertebral sano (AF y NP) y degenerado, con IL-

1β o leptina y su combinación.  

Sin embargo, como se observa en la Figura 36 y Figura 37, nuestros resultados indicaron 

que no había sinergia en la expresión de ARNm en ninguno de los genes estudiados cuando se 

estimularon las células de disco con la combinación de IL-1β y la leptina. Lo que sugiere que 

los efectos proinflamatorios descritos para la leptina en el cartílago articular no tienen tanta 

relevancia en el tejido intervertebral. Por ello, nos centramos en los efectos de la IL-1β, cuya 

participación en la degeneración de disco está ampliamente desarrollada.  

Los niveles de expresión de ARNm de los marcadores inflamatorios NOS2, COX2, IL-6 e 

IL-8, aumentaron de manera estadísticamente significativa cuando estimulamos las células con 

IL-1β en todas las condiciones (AF sano, NP sano y AF degenerado). Otras citoquinas como el 

TNFα, solo arrojaron resultados estadísticamente significativos en células de NP sanas y AF 
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degeneradas; para VCAM-1 fueron significativos en AF sanas y degeneradas; y en el caso de 

la expresión de IL-1β, los cambios solo eran significativos en el caso de células AF degeneradas 

(Figura 36 y Figura 37).  

Además, observamos que la expresión de ciertas adipoquinas se regulaba por la estimulación 

con IL-1β. Como se puede ver en la Figura 37 G-L, la expresión de LCN2 aumentaba de manera 

significativa en todos los grupos tratados con esa citoquina proinflamatoria. La expresión de 

SERPINE2 se indujo de manera significativa en células de NP sanas y AF degeneradas, mientras 

que RARRES2 sólo en AF sanas. Finalmente, sólo encontramos un incremento significativo de 

NAMPT en células degeneradas.  En el caso de PGRN, NUCB2 GHRL/LEAP no hay aumentos 

tras el tratamiento con IL-1β (Figura 36 y Figura 37).   

 

Figura 36. Mapa de calor de los diferentes perfiles de expresión génica de núcleo pulposo, anillo fibroso en 

células de disco sano y células de disco degenerado estimuladas con IL-1β y leptina.  

Representación en log2 fold change de los niveles de ARN mensajero de las muestras indicadas tratadas con 

800nM de leptina y 0.05 ng/mL IL-1β, solas o en combinación durante 48 horas. Los colores del mapa van de 

verde a rojo con valores crecientes de log2 fold-change. 

 

En cuanto a los genes relacionados con la degeneración de matriz, destacamos una 

inducción significativa de la MMP13 en respuesta a la estimulación de IL-1β (Figura 37N), 

mientras que los niveles de MMP9 no mostraron diferencias significativas (Figura 37M).  

Posteriormente, evaluamos la expresión proteica de NOS2, COX2, IL-6 (Figura 38), y del 

mismo modo que ocurría con la expresión de ARNm, la IL-1β es capaz de aumentar de manera 

significativa la expresión de proteína de dichos factores proinflamatorios. También 

confirmamos la falta de sinergismo entre la IL-1β y la leptina.  

En conjunto, nuestros hallazgos indican que las células del disco intervertebral, tanto en 

condición sana como degenerada, responden de manera similar a la estimulación con IL-1β y 

leptina.  
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Figura 37. Niveles de expresión de ARNm en el núcleo pulposo y anillo fibroso de células de disco sano y 

células de disco degenerado en respuesta a tratamientos con IL-1β y leptina. 
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Determinación mediante RT-qPCR de los niveles de ARNm de los genes indicados en células de NP sano y AF 

sano y degenerado tratadas con leptina 800nM y IL-1β 0.05 ng/ml solas o en combinación 48 horas. Los datos se 

representaron en log2 fold change media ± SEM de 9 experimentos independientes. *p<0,05, **p0,01, ***p0,001 

en comparación con el control. 

 

 

 

Figura 38. Niveles de expresión de proteína en anillo fibroso de células de disco degenerado estimuladas con 

IL-1β y leptina.  

A-C. Cuantificación de la densitometría de la expresión de proteína de NOS2, COX2, e IL-6 en células de AF 

degeneradas tratadas con 800nM de leptina y 0.05 ng/ml IL-1β sola o en combinación por 48 h. GAPDH fue el 

control de carga. D. Imagen representativa de Western Blot incubado con anticuerpos anti-NOS2, COX2, IL-6 y 

GAPDH. Los datos representan la media ± SEM de 5 experimentos independientes. *p<0,05, **p0,01, ***p0,001 

en comparación con el control.  
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4.2 CAPÍTULO II: ESTUDIO DEL FACTOR ELF3 EN DISCO INTERVERTEBRAL 

4.2.1  Niveles de expresión de ELF3 en disco intervertebral 

4.2.1.1 La expresión de ELF3 depende del estado patológico del tejido  

Como se observa en la Figura 39, el análisis inmunohistoquímico demuestra la expresión 

de ELF3 tanto en el AF como en el NP procedentes de tejido sano y degenerado. La localización 

es predominantemente perinuclear, aunque también citoplasmática. Es digno de mención, que 

la tinción para ELF3 presenta mayor intensidad en el disco intervertebral degenerado. 

 

Figura 39.  Localización de ELF3 en tejido de disco intervertebral sano y degenerado. 

 Imágenes representativas de preparaciones para inmunohistoquímica de tejido de disco intervertebral sano (A: 

Anillo fibroso, B: Núcleo pulposo) y degenerado (C) y tinción para el anticuerpo anti-ELF3. Imágenes tomadas 

al microscopio óptico 60x.  

 

Este dato, se confirmó mediante el análisis de ARNm y proteína de ELF3.  Como muestra 

la Figura 40, tanto los niveles de ARNm como de proteína de este factor de transcripción se 

encuentran aumentados de manera significativa en el disco intervertebral degenerado en 

comparación con el tejido sano.  
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Figura 40.  La expresión de ELF3 está aumentada en células de disco intervertebral degenerado. 

 A. Nivel de expresión de ARNm de ELF3 en los tejidos indicados. B, C. Imagen representativa de Western Blot 

mostrando el nivel de expresión de ELF3 y el control de carga GAPDH en los tejidos indicados y el 

correspondiente análisis densitométrico. Los datos representan la media ± SEM de 5 experimentos 

independientes. *p<0,05, **p0,01, ***p0,001 en comparación con disco sano AF. 

4.2.2 Regulación de los niveles de ELF3 con estímulos inflamatorios 

Con el propósito de determinar si la expresión del ARNm de ELF3 era susceptible de 

modulación en respuesta a ciertos estímulos proinflamatorios, las células de disco intervertebral 

sano fueron estimuladas con los siguientes agentes proinflamatorios: LPS, IL-1α, interferón 

gamma (IFNγ) y TNFα 

Como podemos observar en la Figura 41A, la expresión de ARNm de ELF3 se incrementó 

de manera estadísticamente significativa después de la estimulación con IL-1α. Aunque la 

estimulación con LPS no alcanzó significación estadística, mostró una evidente tendencia al 

aumento que posteriormente se confirmó mediante análisis de Western Blot (Figura 41B-C).  

 

Figura 41. El LPS y la IL-1α aumentan la expresión de ELF3 en células de disco intervertebral sano. 
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A. Nivel de expresión de ARNm de ELF3 en tejido sano con los tratamientos indicados. B, C. Imagen 

representativa de Western Blot mostrando el nivel de expresión de proteína de ELF3 y el control de carga GAPDH 

en tejido sano con los tratamientos indicados y el correspondiente análisis densitométrico. Los datos representan 

la media ± SEM de al menos 3 experimentos independientes. *p<0,05, **p0,01, ***p0,001 en comparación con 

el control. 

 

El análisis de la expresión de ARNm de ELF3 en disco degenerado arrojó resultados 

similares a los obtenidos en disco sano (Figura 42A). No obstante, el análisis de Western Blot 

en disco degenerado no mostró variaciones significativas en la expresión de la proteína de 

ELF3, debido seguramente a la elevada expresión basal del tejido degenerado (Figura 42 B-C). 

 

Figura 42. El LPS y la IL-1α aumentan la expresión del ARNm de ELF3 en células de disco intervertebral 

degenerado.  

A. Nivel de expresión de ARNm de ELF3 en tejido degenerado con los tratamientos indicados. B, C. Imagen 

representativa de Western Blot mostrando el nivel de expresión de proteína de ELF3 y el control de carga GAPDH 

en tejido degenerado con los tratamientos indicados y el correspondiente análisis densitométrico. Los datos 

representan la media ± SEM de 3-9 experimentos independientes. *p<0,05, **p0,01, ***p0,001 en comparación 

con el control. 

4.2.2.1 Comparación entre el estímulo inflamatorio IL-1α e IL-1β en disco 

degenerado.  

Considerando que tanto IL-1α como IL-1β actúan uniéndose al mismo receptor de IL-

1, se llevaron a cabo experimentos de comprobación de ambos estímulos. Aunque la IL-1β 

también fue capaz de inducir la expresión del factor de transcripción de ELF3 y de otros genes 

proinflamatorios y procatabólicos como prostaglandina-endoperóxido sintasa 2 (PTGS2) y 

MMP13, la respuesta de las células de disco degenerado a la IL-1α fue sensiblemente mayor y 

significativa a de la IL-1β en lo que se refiere a la expresión de ARNm de ELF3, MMP13 y 

PTGS2 (Figura 43). 
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Figura 43. Comparación de la expresión de diversos genes en disco degenerado tras la estimulación con IL-1α 

e IL-1β.   

A. Nivel de expresión de ARNm de ELF3 en tejido degenerado después de la estimulación con los tratamientos 

indicados; B. Nivel de expresión de ARNm de MMP13 en tejido degenerado después de la estimulación con los 

tratamientos indicados; C. Nivel de expresión de ARNm de PTGS2 en tejido degenerado después de la 

estimulación con los tratamientos indicados.  Los datos representan la media ± SEM de 5 experimentos 

independientes. *p<0,05, **p0,01, ***p0,001, en comparación con el control e IL-1α en comparación con IL-1β.  

 

4.2.2.2 La IL-1α regula la expresión de ELF3 y de otros mediadores en disco 

degenerado.  

Con el fin de definir si el impacto de la respuesta inflamatoria que la IL-1α puede 

generar en las células de disco degenerado era similar al observado para la IL-1β, se exploraron 

diferentes genes relacionados con la inflamación y degradación de matriz, como ELF3, IL-6, 

LCN2, MMP3, MMP9, MMP13, NOS2 y PTGS2. Como podemos ver en la Figura 44, todos 

estos genes se expresaban de manera significativa al estimular las células con IL-1α. 
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Figura 44. Comprobación de la expresión de genes inflamatorios y catabólicos inducidos por IL-1α en disco 

intervertebral degenerado. 

Nivel de expresión de ARNm en tejido degenerado después del tratamiento con IL-1α 0.1ng/ml de: A: ELF3, B: 

MMP13, C: MMP3; D: MMP9; E: IL-6; F: NOS2; G: PTGS2. Los datos representan la media ± SEM de 10 

experimentos independientes. *p<0,05, **p0,01, ***p0,001 en comparación con el control.  
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4.2.2.3 La estimulación con IL-1α durante 24 horas es idónea para la inducción 

de ELF3 y otros mediadores proinflamatorios y procatabólicos.   

Estudiamos la modulación de la respuesta de células de disco intervertebral degenerado 

con IL-1α a diferentes tiempos (3, 6, 12, 24 y 48 horas) para determinar las condiciones óptimas 

de tratamiento en los sucesivos experimentos. Como podemos ver en la Figura 45, después de 3 

horas de tratamiento con IL-1α la expresión de ARNm de ELF3 alcanza niveles máximos, 

mientras que otros marcadores de inflamación como son la IL-6 y PTGS2 o marcadores de 

degradación de matriz como MMP13, muestran una respuesta máxima a 24 horas. Debido a esta 

razón, todos los experimentos posteriores se llevaron a cabo fueron a 24 horas.  

 

Figura 45. Expresión de diversos genes proinflamatorios en experimentos tiempo respuesta a IL-1α.  

Nivel de expresión de ARNm en tejido degenerado después del tratamiento indicado a 3, 6, 12, 24, 48 horas: A: 

ELF3, B: MMP13, C:IL-6 D: PTGS2. Los datos representan la media ± SEM de 5 experimentos independientes. 

*p<0,05, **p0,01, ***p0,001 en comparación con el control.  
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4.2.3 Modulación farmacológica con glucocorticoides. 

4.2.3.1 Efecto de la dexametasona sobre la expresión de ELF3 

Para conocer si podíamos contrarrestar la inducción de ELF3 observada en un 

ambiente inflamatorio, se realizaron experimentos con un fármaco antiinflamatorio 

ampliamente utilizado en el tratamiento de la degeneración de columna como es la 

dexametasona (DX). Además, experimentos previos de nuestro grupo demostraron la habilidad 

de la DX para interferir en la expresión de ELF3 en cartílago articular. Por lo tanto, estimulamos 

las células de disco con IL-1α y DX, solas y en combinación. La expresión de ELF3 inducida 

por la IL-1α mostró una disminución significativa cuando se estimuló en presencia de 

dexametasona, tanto a nivel del ARNm en células de disco sano y degenerado (Figura 46 A-B) 

como a nivel de expresión proteica (Figura 47) en células de disco degenerado. 

 

Figura 46. La dexametasona disminuye la expresión de ARNm de ELF3 en células de disco intervertebral 

degenerado (A) y sano (B) en respuesta a estímulos proinflamatorios.  

Nivel de expresión de ARNm de ELF3 en tejido degenerado (A) y sano (B) después del tratamiento con IL-1α 

0.1n/ml, dexametasona (DX) 1μM, y su combinación. Los datos representan la media ± SEM de al menos 3 

experimentos independientes. *p<0,05, **p0,01, ***p0,001, IL-1α en comparación con DX+IL-1α. 
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Figura 47. La dexametasona disminuye la expresión proteica de ELF3 en células de disco intervertebral 

degenerado en respuesta a estímulos proinflamatorios.  

Nivel de expresión proteica de ELF3 en tejido degenerado después del tratamiento con IL-1α 0.1n/ml, dexametasona 

(DX) 1μM, y su combinación. Los datos representan la media ± SEM de 3 experimentos independientes. *p<0,05, 

**p0,01, ***p0,001, IL-1α en comparación con DX+IL-1α. 

 

Como control de la regulación de la respuesta inflamatoria, se determinó la expresión de la 

IL-6, y, como esperábamos, la DX en combinación con la IL-1α, disminuyó el efecto inductor 

de esta última (Figura 48A), así como la expresión de genes de degradación de la matriz como 

la MMP13 (Figura 48B).  

 

Figura 48. La dexametasona disminuye la expresión de genes inflamatorios y catabólicos en células de disco 

intervertebral degenerado en respuesta a estímulos proinflamatorios. 

Nivel de expresión proteica de MMP13(A) e IL-6(B) en tejido degenerado después del tratamiento con IL-1α 

0.1n/ml, dexametasona (DX) 1μM, y su combinación. Los datos representan la media ± SEM de al menos 3 

experimentos independientes. *p<0,05, **p0,01, ***p0,001, IL-1α en comparación con DX+IL-1α.  
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4.2.4 Estudio de la leptina como regulador de la expresión de ELF3 

4.2.4.1 Niveles basales de leptina en disco sano y degenerado 

Una vez que establecimos que la expresión de ELF3 en disco está regulada por factores 

proinflamatorios clásicos como la IL-1α, quisimos indagar si la adipoquina proinflamatoria 

leptina, que está estrechamente relacionada con enfermedades del sistema musculo esquelético 

como la artrosis, podría también influir en los cambios producidos en este factor de 

transcripción durante el desarrollo de la degeneración de disco intervertebral.   

Inicialmente se determinó si el disco intervertebral sano y degenerado expresaban leptina 

y su receptor. Como se observa en la Figura 49, los tejidos discales expresaban tanto el ARNm 

de la leptina como el de su receptor. Sin embargo, al contrario de lo que ocurre en el cartílago 

articular artrósico, la expresión de la leptina se encuentra reducida en el disco degenerado 

comparado con el disco sano. No se observan variaciones en la expresión del ARNm del 

receptor de leptina en las condiciones analizadas. 

 
Figura 49.  La expresión de leptina se ve disminuida en disco degenerado, y los niveles de su receptor 

permanecen invariables.  

  A: Niveles de expresión de ARNm de leptina en células de disco intervertebral sano vs degenerado. B: Niveles 

de expresión de ARNm del receptor de leptina en células de disco intervertebral sano vs degenerado. Los datos 

representan la media ± SEM de al menos 3 experimentos independientes. 

 

  



MARÍA GONZÁLEZ RODRÍGUEZ 

126 

A continuación, analizamos el impacto de la leptina en la expresión de ELF3. La 

estimulación de las células del disco degenerado con la combinación de IL-1α y leptina no 

produjo cambios significativos en la expresión de ARNm de ELF3 respecto al tratamiento con 

IL-1 α sola, pero sí una tendencia clara a la disminución de los niveles de proteína de este factor 

de transcripción (Figura 50 A, C, D). Del mismo modo, las células sanas del AF estimuladas 

con la combinación de IL-1α y leptina no mostraron variaciones significativas en la expresión 

de ELF3 en comparación con el tratamiento individual con IL-1α (Figura 50 B). El tratamiento 

solo con leptina no mostró cambios significativos en la expresión de ELF3 en ninguna de las 

condiciones estudiadas. 

 

Figura 50. La combinación IL-1α y leptina no muestran variaciones significativas en la expresión de ELF3.  

A: Nivel de expresión de ARNm de ELF3 en células degeneradas, B: Nivel de expresión de ARNm de ELF3 en 

células sanas. C-D: Niveles de expresión proteica de ELF3 en disco degenerado. Comparación entre IL-1α y 

leptina+IL-1α. Los datos representan la media ± SEM de al menos 3 experimentos independientes. 
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4.2.5 Sobreexpresión del gen ELF3 

4.2.5.1 La sobreexpresión del gen ELF3 aumenta la expresión de genes 

inflamatorios.  

Como hemos comprobado anteriormente, ELF3 está sujeto a regulación por estímulos 

inflamatorios. Con el objetivo de obtener una comprensión más profunda del papel del gen 

ELF3 en el disco intervertebral y si aparte de estar ligado al ambiente inflamatorio, es capaz de 

regular los procesos degenerativos en el disco, realizamos experimentos funcionales de 

sobreexpresión tanto en células de disco intervertebral sano como degenerado. 

Como se observa en la Figura 51A, la transfección de las células de disco sano con el 

plásmido que contiene el inserto para el gen ELF3 produjo una sobreexpresión de este gen de 

manera eficiente. Dicha sobreexpresión del gen ELF3 vino acompañada de un aumento 

significativo de los niveles de factores catabólicos como la MMP13 (Figura 51B) y de 

mediadores inflamatorios  como la IL-6 (Figura 51E), LCN2 (Figura 51G) y PTGS2 (Figura 

51H). Sin embargo, no se encontraron cambios en la expresión de MMP3, MMP9 y ADAMTS5 

(Figura 51C, D, F). 

De igual manera, estudiamos el efecto de la sobreexpresión de ELF3 en las células de disco 

degenerado. Como muestra la Figura 52A, la transfección y sobreexpresión fue eficiente. De 

manera análoga a los resultados en disco sano, la sobreexpresión del gen ELF3 aumentó 

significativamente los niveles de MMP13 (Figura 52B), MMP3 (Figura 52C), IL-6 (Figura 

52E) y PTGS2 (Figura 52H). Sin embargo, en este caso no encontramos significatividad en los 

niveles de expresión de MMP9, ADAMTS5 y LCN2 (Figura 52D, F, G). 
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Figura 51. La sobreexpresión del gen ELF3 en células de AF sanas aumenta la expresión de genes 

inflamatorios y de degeneración de matriz.  

Niveles de expresión de ARNm en células AF sanas ELF3 (A), MMP13(B), MMP3 (C), MMP9 (D), IL-6 (E), 

ADAMTS5 (F), LCN2 (G), PTGS2(H) en células transfectadas con el plásmido vacío (pCI) o el plásmido de 

sobreexpresión del gen ELF3 (pELF3). Los datos representan la media ± SEM de al menos 3 experimentos 

independientes. *p<0,05, **p0,01, ***p0,001 en comparación con pCI. 
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Figura 52. La sobreexpresión del gen ELF3 en células de AF degeneradas aumenta la expresión de genes 

inflamatorios y de degeneración de matriz.  

Niveles de expresión de ARNm en células AF degeneradas ELF3 (A), MMP13(B), MMP3 (C), MMP9 (D), IL-6 

(E), ADAMTS5 (F), LCN2 (G), PTGS2(H) en células transfectadas con el plásmido vacío (pCI) o el plásmido de 

sobreexpresión del gen ELF3 (pELF3). Los datos representan la media ± SEM de al menos 3 experimentos 

independientes. *p<0,05, **p0,01, ***p0,001 en comparación con pCI.  
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4.2.5.2 La sobreexpresión del gen ELF3 aumenta la expresión de genes 

inflamatorios en combinación con IL-1α 

Una vez descritos los efectos de la sobreexpresión del gen de ELF3 de manera basal, 

decidimos añadir a esta condición la estimulación con la IL-1α. Comprobamos inicialmente la 

expresión del gen ELF3 (Figura 53A y Figura 54A). De acuerdo con los resultados antes 

descritos se observó que la expresión de ELF3 estaba ligeramente aumentada en presencia de 

IL-1α. 

A partir de estos experimentos en disco sano y degenerado, demostramos que la 

sobreexpresión del gen ELF3 junto con la IL-1α conduce a un aumento en la expresión de genes 

relacionados con el catabolismo del disco, tales como la MMP13, así como MMP3 y 

ADAMTS5 (estos dos últimos significativos solo en disco sano) (Figura 53 B, C y F; Figura 54 

B, C y F). Por otro lado, detectamos un incremento en la expresión de IL-6 cuando el gen ELF3 

se sobreexpresaba en combinación con la estimulación con IL-1α (Figura 53 E y Figura 54 E).  

Asimismo, se pudo apreciar un aumento en la expresión de la adipoquina LCN2 cuando el gen 

ELF3 se sobreexpresaba tanto de manera individual como en combinación con el estímulo 

inflamatorio (solo en disco sano) (Figura 53 G), así como la tendencia al aumento de PTGS2 

(Figura 53 H), en ambas condiciones. No observamos diferencias significativas en la expresión 

de MMP9 en ninguna de las condiciones analizadas. 

Aparte del análisis de ARNm, quisimos corroborar a nivel de proteína algunos de nuestros 

hallazgos con una selección reducida de los representantes más importantes de la respuesta 

inflamatoria y catabólica. Para ello analizamos la expresión de MMP13 e IL-6 mediante la 

técnica de Western Blot en células de disco degenerado. Con estos experimentos obtuvimos un 

incremento estadísticamente significativo de la expresión de MMP13 después de la 

sobreexpresión de ELF3 sola y en combinación con IL-1α (Figura 55A), mientras que los 

niveles de IL-6 solo aumentaron en células expuestas a la combinación de ambos factores 

(Figura 55B).  
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Figura 53. La sobreexpresión del gen ELF3 en combinación con IL-1α 0.1ng/ml en células de AF sanas 

aumenta la expresión de genes inflamatorios y de degeneración de matriz.  

Niveles de expresión de ARNm en células AF sanas de ELF3 (A), MMP13 (B), MMP3 (C), MMP9 (D), IL-6 (E), 

ADAMTS5 (F), LCN2 (G), PTGS2 (H) en células transfectadas con el plásmido vacío (pCI) o el plásmido de 

sobreexpresión del gen ELF3 (pELF3) solo y en combinación con IL-1α 0.1ng/ml. Los datos representan la media 

± SEM de al menos 3 experimentos independientes. &p<0,05, &&p0,01, &&&p0,001, pELF3 en comparación con 

pCI y *p<0,05, **p0,01, ***p0,001, pELF3+IL-1α en comparación con pCI+IL-1α. 



MARÍA GONZÁLEZ RODRÍGUEZ 

132 

 

Figura 54. La sobreexpresión del gen ELF3 en combinación con IL-1α 0.1ng/ml en células de AF degeneradas 

aumenta la expresión de genes inflamatorios y de degeneración de matriz.  

Niveles de expresión de ARNm en células AF degeneradas de ELF3 (A), MMP13 (B), MMP3 (C), MMP9 (D), IL-

6 (E), ADAMTS5 (F), LCN2 (G), PTGS2 (H) en células transfectadas con el plásmido vacío (pCI) o el plásmido 

de sobreexpresión del gen ELF3 (pELF3) solo y en combinación con IL-1α 0.1ng/ml. Los datos representan la 

media ± SEM de al menos 3 experimentos independientes. &p<0,05, &&p0,01, &&&p0,001, pELF3 en comparación 

con pCI y *p<0,05, **p0,01, ***p0,001, pELF3+IL-1α en comparación con pCI+IL-1α. 
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Figura 55. La sobreexpresión del gen ELF3 en combinación con IL-1α en células de AF degeneradas aumenta 

la expresión proteica de genes inflamatorios y de degeneración de matriz 

Niveles de expresión proteicos en células AF degeneradas de MMP13(A) e IL-6 (B) en células transfectadas con 

el plásmido vacío (pCI) o el plásmido de sobreexpresión del gen ELF3 (pELF3) solo y en combinación con IL-1α 

0.1ng/ml. Los datos representan la media ± SEM de al menos 3 experimentos independientes. &p<0,05, &&p0,01, 
&&&p0,001, pELF3 en comparación con pCI y *p<0,05, **p0,01, ***p0,001, pELF3+IL-1α en comparación con 

pCI+IL-1α.  
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4.2.6 Silenciamiento del gen ELF3 

Con el fin de confirmar los resultados obtenidos en la sobreexpresión del gen ELF3, se 

realizaron experimentos de silenciamiento de este mismo gen en disco degenerado (Figura 56), 

de manera individual y en combinación con el estímulo inflamatorio de IL-1α. Como podemos 

observar en la Figura 57B, el silenciamiento de ELF3 produjo una disminución estadísticamente 

significativa en la expresión de ARNm de MMP13 inducida por la IL-1α, así como tendencias 

sin significancia estadística en la expresión de los genes de degradación de matriz como MMP3, 

MMP9 (Figura 57 C, D) y genes inflamatorios como IL-6 y PTGS2 (Figura 57 E, H) en las 

mismas condiciones. No observamos diferencias en la expresión de ADAMTS5 en ninguno de 

los grupos analizados. 

Al igual que los experimentos anteriores, quisimos confirmar nuestros datos a nivel de 

proteína. La disminución de la expresión de MMP13 inducida por IL-1α en células silenciadas 

para ELF3 fue corroborada mediante Western Blot (Figura 58A). Del mismo modo, pudimos 

observar que la tendencia observada en la reducción de los niveles de los transcritos de IL-6 en 

la condición siELF3 + IL-1α fue también corroborada a nivel de proteína (Figura 58B). 

 

Figura 56. Niveles de expresión de ELF3 en disco degenerado tras el silenciamiento del gen ELF3. 

A: Niveles de expresión de ARNm de ELF3, B: Niveles de expresión proteica de ELF3. siC-: Control negativo de 

silenciamiento. siELF3: células transfectadas con siRNAs específicos para el gen ELF3. Se normalizó con el 

control de carga GAPDH. Los datos representan la media ± SEM de al menos 3 experimentos independientes. 

*p<0,05, **p0,01, ***p0,001 en comparación con siC-.  
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Figura 57. El silenciamiento del gen ELF3 en células de AF degeneradas disminuye la expresión de genes 

inflamatorios y de degeneración de matriz (solo y en combinación con IL-1α). 

Niveles de expresión de ARNm en células de AF degeneradas de ELF3 (A), MMP13 (B), MMP3 (C), MMP9 (D), 

IL-6 (E), ADAMTS5 (F), LCN2 (G), PTGS2 (H) transfectadas con los siRNAs indicados solos y en combinación 

con IL-1α 0.1ng/ml. Los datos representan la media ± SEM de al menos 3 experimentos independientes. *p<0,05, 

**p0,01, ***p0,001, siELF3 +IL-1α en comparación con siC-+IL-1α.  
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Figura 58.  El silenciamiento del gen ELF3 en células de AF degeneradas disminuye la expresión proteica de 

genes inflamatorios y de degeneración de matriz (solo y en combinación con IL-1α). 

Niveles de expresión proteicos en células de AF degeneradas de MMP13 (A) e IL-6 (B) transfectadas con los 

siRNAs indicados solos y en combinación con IL-1α 0.1ng/ml. Los datos representan la media ± SEM de al menos 

3 experimentos independientes. *p<0,05, **p0,01, ***p0,001, siELF3 +IL-1α en comparación con siC-+IL-1α. 
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4.3  CAPÍTULO III: ESTUDIO DE SUSTANCIAS NATURALES COMO POSIBLES TERAPIAS PARA 

LA DEGENERACIÓN DE DISCO INTERVERTEBRAL 

Se utilizaron células primarias de disco intervertebral degenerado para estudiar el efecto de 

sustancias naturales para el tratamiento de la degeneración de disco. El objetivo de este bloque 

de experimentos fue determinar si el oleocanthal tenía efectos antiinflamatorios en estas células, 

y especialmente, si era capaz de regular un factor tan determinante en el catabolismo del disco 

intervertebral como es ELF3. 

4.3.1 Oleocanthal no altera la viabilidad de las células de disco intervertebral 

degenerado en combinación con LPS.  

En primer lugar, se realizaron pruebas de viabilidad celular en respuesta al compuesto, 

utilizando el ensayo MTT, para identificar la dosis sin efecto citotóxico. Como se puede 

observar en la Figura 59, el oleocanthal no altera la viabilidad celular de las células de disco en 

ninguna de las condiciones analizadas. 

 

Figura 59. El oleocanthal no afecta a la viabilidad celular en disco degenerado.  

Las células de disco fueron pretratadas con 1-5μM de oleocanthal durante 4 horas para después añadir LPS 100 

ng/ml. Los resultados representan, en porcentaje con respecto al control, las medias de al menos 3 experimentos 

independientes con 8 observaciones individuales cada una para cada experimento y tratamiento. La viabilidad 

fue estudiada utilizando el ensayo MTT siguiendo los pasos descritos en la metodología. Las células fueron 

tratadas con DMSO a la concentración más alta para ver la influencia de éste como vehículo del oleocanthal. 
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4.3.2 Oleocanthal reduce la expresión de genes involucrados en la inflamación y el 

catabolismo de matriz inducida por la estimulación con LPS.  

Para estos experimentos se utilizaron las dosis de 1μM y 5μM, dosis mínima y máxima que 

demostraron no tener efecto citotóxico en las células primarias de disco intervertebral 

degenerado (Figura 59). Determinamos que el oleocanthal era capaz de inhibir la expresión de 

ELF3, MMP3, ADAMTS5, IL-6, NOS2 y PTGS2 inducida por LPS a dosis baja. Del mismo 

modo, la dosis alta de oleocanthal contrarrestó la inducción de MMP13 y LCN2 ejercida por el 

LPS, además de los genes antes mencionados (Figura 60). Algunos de estos resultados fueron 

además confirmados mediante Western Blot, escogimos como representantes del estado 

proinflamatorio ELF3 y IL-6 (Figura 61A-B).  
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Figura 60. Oleocanthal disminuye la expresión de genes involucrados en la inflamación y el catabolismo de 

matriz inducida por la estimulación con LPS.  

Niveles de expresión de ARNm (expresados en porcentaje) en células AF degeneradas de ELF3 (A), MMP13(B), 

MMP3 (C), ADAMTS5 (D), IL-6 (E), NOS-2 (F), LCN2 (G), PTGS2 (H) con tratamientos de OC 1μM, OC 5μM y 

LPS 100 ng/ml y sus respectivas combinaciones, habiendo realizado siempre un pretratamiento de 4 horas con 

OC. Los datos representan la media ± SEM de al menos 3 experimentos independientes. *p<0,05, **p0,01, 

***p0,001 en comparación con LPS. Comparación de LPS 100ng/ml vs 1μM de oleocanthal + LPS y LPS 

100ng/ml vs 5μM de oleocanthal + LPS.  
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Figura 61. Oleocanthal disminuye la expresión proteica de genes involucrados en la inflamación inducidos por 

la estimulación con LPS.  

Niveles de expresión proteicos (expresados en porcentaje) en células AF degeneradas de ELF3 (A) e IL-6 (B) con 

tratamientos de OC 1μM, OC 5μM y LPS 100 ng/ml y sus respectivas combinaciones, habiendo realizado siempre 

un pretratamiento de 4 horas con OC. Los datos representan la media ± SEM de al menos 3 experimentos 

independientes. *p<0,05, **p0,01, ***p0,001 en comparación con LPS. Comparación de LPS 100ng/ml vs 1μM 

de oleocanthal+ LPS y LPS 100ng/ml vs 5μM de oleocanthal + LPS. 
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4.3.3 Oleocanthal regula la activación de la vía de NFκB inducida por el LPS 

Para obtener un entendimiento más profundo de los mecanismos moleculares subyacentes 

a la actividad del oleocanthal en las células del disco intervertebral humano, analizamos 

mediante Western Blot su influencia en la vía de señalización de NFκB. Como se muestra en la 

Figura 62, el LPS indujo la fosforilación de la subunidad p65 de NFκB. El pretratamiento con 

OC redujo esta fosforilación, especialmente a una concentración de 5 μM. 

 

Figura 62. Oleocanthal regula la activación de la vía de NFκB inducida por el LPS.  

Niveles de expresión proteica (a 25 minutos) de phospho-P65 y P65 total en disco degenerado con tratamientos 

de OC 1μM, OC 5μM y LPS 100 ng/ml y sus respectivas combinaciones, habiendo realizado siempre un 

pretratamiento de 4 horas con OC. Los datos representan la media ± SEM de al menos 3 experimentos 

independientes. Comparación de LPS 100ng/ml vs 1μM de oleocanthal+ LPS y LPS 100ng/ml vs 5μM de 

oleocanthal+LPS. 
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Figura 63. Representación esquemática del efecto del oleocanthal sobre la vía de señalización NFκB. 

Imagen de elaboración propia BioRender®. 

 

4.3.4 Oleocanthal no altera la viabilidad de las células de disco intervertebral 

degenerado en combinación con IL-1α.  

Tras ver el efecto que el oleocanthal producía en las células estimuladas con 

lipopolisacárido bacteriano, se decidió comprobar el efecto del oleocanthal en células 

estimuladas con IL-1α. Como se puede ver en la Figura 64, el oleocanthal (sólo o en 

combinación con IL-1α) no altera la viabilidad celular a las dosis de 1μM y 5μM. 
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Figura 64. El oleocanthal no afecta a la viabilidad celular en disco degenerado.  

Las células de disco fueron pretratadas con 1-5μM de oleocanthal durante 4 horas para después añadir IL-1α 0,1 

ng/ml, y sus combinaciones, como podemos ver en la gráfica. Los resultados representan, en porcentaje con 

respecto al control, las medias de al menos 3 experimentos independientes con 8 observaciones individuales cada 

una para cada experimento y tratamiento. La viabilidad fue estudiada utilizando el ensayo MTT siguiendo los 

pasos descritos en la metodología. Las células fueron tratadas con DMSO a la concentración más alta para ver 

la influencia de éste como vehículo del oleocanthal. 

 

4.3.5 Oleocanthal reduce la expresión de genes involucrados en la inflamación y el 

catabolismo de matriz inducida por la estimulación con IL-1α.  

Como se muestra en la Figura 65, la IL-1α induce la expresión de ARNm de MMP13, 

MMP3, ADAMTS5, IL-6, ELF3 y NOS2 en las células AF degeneradas después de 24 horas, 

en comparación con el control no tratado. El pretratamiento durante 4 horas con oleocanthal a 

1 μM disminuyó significativamente los niveles de expresión de IL-6, pero no de los otros 

mediadores. Sin embargo, a la dosis de 5 μM, el oleocanthal logró disminuir los niveles de 

ELF3, MMP13, MMP3, ADAMTS5, IL-6 y NOS2.  
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Figura 65. Oleocanthal disminuye la expresión de genes involucrados en la inflamación y el catabolismo de 

matriz inducida por la estimulación con IL-1α.  

Niveles de expresión de ARNm (expresados en porcentaje) en células AF degeneradas de ELF3 (A), MMP13 (B), 

MMP3 (C), ADAMTS5 (D), IL-6 (E), NOS-2 (F) con tratamientos de OC 1μM, OC 5μM y IL-1α ng/ml y sus 

respectivas combinaciones habiendo realizado siempre un pretratamiento de 4 horas con OC.  Los datos 

representan la media ± SEM de al menos 3 experimentos independientes. *p<0,05, **p0,01, ***p0,001 en 

comparación con IL-1α. Comparación de IL-1α vs 1μM de oleocanthal+ IL-1α y IL-1α vs 5μM de oleocanthal + 

IL-1α.  

 

También quisimos corroborar algunos de nuestros hallazgos mediante Western Blot. Como 

se observa en la Figura 66A, el oleocanthal indujo una disminución de la expresión proteica de 

la ELF3, así como de IL-6. Siendo los resultados coherentes con los obtenidos anteriormente 

en la expresión de ARN mensajero. 
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Figura 66. Oleocanthal disminuye la expresión proteica de genes involucrados en la inflamación inducidos por 

la estimulación con IL-1α. 

Niveles de expresión proteicos (expresados en porcentaje) en células AF degeneradas de ELF3 (A) e IL-6 (B) con 

tratamientos de OC 1μM, OC 5μM y IL-1α ng/ml y sus respectivas combinaciones habiendo realizado siempre un 

pretratamiento de 4 horas con OC. Los datos representan la media ± SEM de al menos 3 experimentos 

independientes. Comparación de IL-1α vs 1μM de oleocanthal + IL-1α y IL-1α vs 5μM de oleocanthal + IL-1α. 
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4.3.6 Oleocanthal regula la activación de la vía de NFκB tras estimulación con IL-1α 

De manera similar a los experimentos con el LPS, nos propusimos investigar cómo el 

oleocanthal afecta a la regulación de la vía de señalización NFκB bajo la influencia de la IL-

1α. Para ello, evaluamos la fosforilación de la subunidad p65 de NFκB mediante Western Blot. 

Como se observa en la Figura 67, la IL-1α induce la fosforilación de p65, pero al realizar el 

pretratamiento con OC, esta fosforilación disminuye de manera dependiente de la dosis. 

 

Figura 67. Oleocanthal regula la activación de la vía de NFκB inducida por IL-1αl.  

Niveles de expresión proteica de phospho-P65 y P65 total en disco degenerado con tratamientos de OC 1μM, OC 

5μM y IL-1α ng/ml y sus respectivas combinaciones habiendo realizado siempre un pretratamiento de 4 horas con 

OC. Los datos representan la media ± SEM de al menos 3 experimentos independientes. Comparación de IL-1α 

vs 1μM de oleocanthal + IL-1α y IL-1α vs 5μM de oleocanthal+ IL-1α. 
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5 DISCUSIÓN 

5.1  DISCUSIÓN: CAPÍTULO I. PERFIL METABOLÓMICO DEL DISCO INTERVERTEBRAL HUMANO 

De acuerdo con los datos recopilados en el Estudio de la Carga Global de Enfermedades 

2021 ("Global Burden of Disease Study 2021"), se estima que aproximadamente 619 millones 

de personas en todo el mundo padecen dolor de espalda. La proyección de estos datos indica 

que habrá un aumento sustancial que en el año 2050 llegaría a alcanzar la cifra de 843 millones 

de afectados [27]. Dentro de ellos, la mayoría de los casos de dolor lumbar están relacionados 

con la enfermedad de degeneración de disco intervertebral.  

La degeneración de disco intervertebral, es una enfermedad musculoesquelética muy 

compleja que involucra múltiples factores y se ve caracterizada por alteraciones metabólicas y 

estructurales en el disco intervertebral. A medida que avanza, se produce un deterioro gradual 

en la estabilidad mecánica y en la capacidad de amortiguación de la estructura del disco 

intervertebral. La DDI presenta una etiología multifactorial, hecho que complica nuestra 

capacidad para comprender su origen y desarrollo, lo que plantea un desafío en cuanto a la 

identificación de terapias efectivas y biomarcadores fiables. 

Actualmente, el diagnóstico de la DDI se sustenta principalmente en el empleo de técnicas 

de imagen en fases avanzadas de la enfermedad en las que ya se manifiestan síntomas, 

careciendo de biomarcadores que permitan discernir entre la degeneración silente y la 

degeneración sintomatológica. Además, el manejo de esta enfermedad se apoya 

fundamentalmente en enfoques conservadores que incluyen el uso de analgésicos, agentes 

antiinflamatorios, relajantes musculares, terapia física, reposo, y como última opción, 

procedimientos quirúrgicos. Por lo que no existe una cura definitiva o terapias específicas para 

contrarrestar la degeneración discal. 

Debido a la necesidad de nuevos enfoques terapéuticos para el tratamiento de la 

degeneración de disco intervertebral se hace imprescindible el estudio del perfil biológico del 

mismo. Con el fin de esclarecer los mecanismos que participan en la fisiopatología y el 

desarrollo de la enfermedad y comprender mejor los procesos metabólicos que ocurren en esta 

estructura del sistema músculo-esquelético, la primera parte de esta tesis se basó en el estudio 
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metabolómico del disco intervertebral. Existen tres razones principales para la realización de 

esta aproximación metodológica: 

▪ Comprender la salud del disco intervertebral: el metaboloma del disco y en particular 

la comparación de los metabolomas entre tejidos sanos y degenerados que nos puede 

proporcionar información valiosa sobre su estado de salud y puede ser útil para la 

detección temprana de cambios patológicos.  

▪ Asimismo, puede llevar a la identificación de biomarcadores metabólicos que estén 

asociados con las condiciones degenerativas y utilizarse para el diagnóstico precoz y el 

seguimiento de enfermedades.  

▪ Finalmente puede ser útil en revelar posibles dianas terapéuticas para el desarrollo de 

tratamientos destinados a prevenir y/o tratar las enfermedades degenerativas discales.  

Hasta el momento, se dispone de un conocimiento limitado sobre el metaboloma en el 

contexto de la enfermedad de disco intervertebral. El equipo de Shan et al. llevó a cabo la 

determinación de los niveles de metabolitos en el plasma de pacientes con hernia discal 

intervertebral utilizando cromatografía de gases y espectrometría de masas. Sus hallazgos 

revelaron que, en los pacientes con hernia discal, se observó un aumento en los niveles en 

plasma de ácido glutámico, aspártico y glicina en comparación con el grupo control. Sin 

embargo, se registró una disminución en otros metabolitos, como la glucosa 1-fosfato [226]. 

Otros estudios, como el que realizó el grupo de Radek et al. utilizaron el método de 

espectroscopía de resonancia magnética nuclear de alta resolución para la caracterización de 

los niveles de metabolitos en el tejido de disco intervertebral de pacientes con degeneración. 

En este contexto, se describieron sobre todo proteoglicanos y glucosaminoglicanos. La 

degradación de los proteoglicanos se puso de manifiesto debido a las altas concentraciones de 

aminoácidos (alanina, glicina, hidroxiprolina, isoleucina, leucina y valina), estando la 

concentración de las mismas correlacionada con el nivel de degeneración [227].  Se observó 

que en los grados de degeneración más avanzados (Pfirrmann IV y V), en comparación con 

otros menos avanzados (Pfirrmann III), las concentraciones de creatinina, glicina, 

hidroxiprolina, alanina, leucina, valina, acetato, isoleucina, α,β-glucosa y mioinositol, eran más 

elevadas, mientras que se registraban niveles disminuidos de sulfato de condroitina [227]. La 

reducción del sulfato de condroitina posiblemente indica una disminución de los 

glucosaminoglicanos sulfatados en el núcleo pulposo degenerado del disco, mientras que el 

incremento de la hidroxiprolina podría estar relacionado con una modificación en el contenido 

y la disposición general del colágeno en el anillo fibroso. 
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Debido a la escasez de resultados al respecto, se hace imperante el estudio completo del 

perfil metabólico de las células de núcleo pulposo y anillo fibroso del disco intervertebral. En 

la primera parte de esta tesis, se caracterizó la metabolómica de las células del disco, tanto en 

pacientes sanos como con degeneración de disco intervertebral, centrándonos en este caso en 

la lipidómica celular, no descrita en la literatura hasta este momento.  

Como resultado de estos experimentos obtuvimos que los metabolitos más afectados en el 

disco degenerado fueron los triglicéridos, los diacilglicéridos y los ácidos grasos (saturados, 

monoinsaturados y poliinsaturados), que principalmente son moléculas cuya función es la 

reserva energética. Además de esta función, se han descrito otras funciones de los ácidos grasos, 

siendo capaces también de regular el metabolismo e inflamación [228].  Su carencia en el disco 

degenerado podría estar relacionada con la falta de recursos energéticos que llegan al tejido a 

lo largo de la degeneración. Al ser el disco un tejido avascularizado y tras la paulatina 

degeneración de las placas terminales a través de las cuales se suministran los nutrientes, el 

disco degenerado deja de tener a su disposición glucosa, oxígeno y otros nutrientes, por lo que 

predomina la oxidación de los ácidos grasos en las mitocondrias [229,230]. Los ácidos grasos, 

serían los encargados de otorgar la energía a las células que se degradarían formando acetil-

coA y 2-propanol, metabolitos que se han visto aumentados en disco degenerado [231].  

Los ácidos grasos desempeñan un papel crucial en la regulación de dos actores importantes 

en la respuesta inflamatoria: NFκB y los receptores activados por los proliferadores de 

peroxisomas (PPARs) [228]. Se ha postulado un papel relevante para NFκB en la fisiopatología 

de la DDI [232,233], ya que la inhibición de esta vía frenaba la enfermedad. Por otro lado, los 

lisofosfatidilinositoles (LPI), se han identificado como lípidos señalizadores bioactivos debido 

a su capacidad para inducir una respuesta inflamatoria y de sensibilización al dolor mediante la 

interacción agonista con el receptor acoplado a proteína G 55 (GPR55) [234]. Estudios recientes 

han descubierto que la inhibición de este receptor por un antagonista del mismo atenúa la 

activación de los condrocitos inducida por los productos finales de la glicación avanzada [235]. 

La disminución de los niveles en disco degenerado tanto de ácidos grasos como LPI, podrían 

explicar, parcialmente, la similitud entre los niveles de expresión de genes inflamatorios 

(NOS2, COX2, IL-6, IL-8, IL-1β y TNFα) encontrados entre discos sanos y degenerados.  

Sin embargo, los niveles disminuidos de fosfatidilcolina, podrían estar referidos a un 

aumento en la respiración mitocondrial del disco degenerado [236]. La respiración mitocondrial 

ha sido descrita por afectar a la degeneración de disco intervertebral debido a que juega un 
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papel fundamental en el metabolismo glucolítico, estrés oxidativo, y homeostasis celular en 

células de disco. Se ha descrito una alteración estructural y funcional en las mitocondrias de 

células de disco degeneradas [237]. Esta pérdida de función mitocondrial contribuye al 

desequilibrio en la regulación del estrés oxidativo, senescencia celular prematura y muerte 

celular, las cuales son características en la DDI [238,239].  

En condiciones fisiológicas normales, se puede observar la presencia de esfingomielina y sus 

derivados (ceramidas y esfingosinas) en el plasma o formando parte de lipoproteínas. No 

obstante, puede ocurrir una desregulación de los niveles de esfingomielina y sus componentes en 

el plasma, lo que desencadena un estado fisiopatológico, observaciones ya descritas en 

enfermedades cardiovasculares, renales y metabólicas [240,241]. Además, la disminución de los 

niveles de esfingomielinas y el aumento de las ceramidas que observamos podrían estar 

vinculados a un estado de senescencia, autofagia o incluso a la muerte celular en los discos 

degenerados. Se conoce que el equilibrio entre ceramidas y esfingomielinas desempeña un papel 

crítico en el destino de las células [242]. Los esfingolípidos, incluyendo la ceramida y 

esfingosina-1-fosfato, son lípidos importantes en la regulación de la senescencia celular, siendo 

la ceramida inductora de la misma, mientras que la esfingosina-1-fosfato es inhibidora [243,244].  

Entre los factores que desencadenan cambios en el disco intervertebral  están la inducción 

de la inflamación, la secreción de citoquinas inflamatorias, la apoptosis, la autofagia y los 

cambios en la morfología celular [245]. Debemos destacar la importancia de la inflamación en 

el proceso de degeneración de disco intervertebral, factor que contribuye a la patogénesis de la 

enfermedad. Factores asociados a la inflamación como la IL-6, IL-1β o el TNFα, han sido 

ampliamente estudiados y descritos como factores que contribuyen a la enfermedad [246,247]. 

También la obesidad genera un incremento de la presión mecánica entre los discos 

intervertebrales y, al mismo tiempo,  aumenta los niveles de citoquinas, adipoquinas y 

promueve el estado inflamatorio celular de bajo grado [85,247].  El tejido adiposo secreta 

adipoquinas que van a través del flujo sanguíneo y llegan hasta el tejido circundante del disco 

intervertebral, lo que contribuye a un estado de inflamación paulatino y crónico que afecta al 

estado del disco intervertebral [122]. Nuestros resultados revelan diferencias en los niveles de 

lipocalina-2 entre los grupos de anillo fibroso sano y degenerado, mostrando una disminución 

en estado degenerado. Sin embargo, cuando sometíamos a las células a un estímulo 

inflamatorio, como la IL-1β, en todos los casos la expresión de esta adipoquina se veía 

aumentada. Estos hallazgos sugieren que las adipoquinas podrían ser un blanco terapéutico 

viable, dado el cambio en sus niveles asociado al estado patológico. Tanto las adipoquinas como 
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las citoquinas desempeñan un papel crucial en la degeneración discal, aunque aún no se ha 

definido completamente su función en esta enfermedad. Por lo tanto, esta tesis aborda la 

descripción de los niveles de algunas de estas moléculas y explora los efectos del tratamiento 

con leptina en estos tejidos por primera vez.  

Es importante señalar que, además del incremento observado en algunas adipoquinas, se 

ha documentado un aumento en las metaloproteinasas en el disco intervertebral. Ambos factores 

podrían estar relacionados, ya que existe un estudio en células del anillo fibroso en discos de 

ratas, donde la estimulación con IL-1β resultó en un aumento de los niveles de LCN2. Este 

aumento estuvo acompañado por la inhibición de la autodegradación de la MMP9, lo que 

desencadenó la degeneración de la matriz [109]. Este hallazgo plantea la reflexión sobre la 

relevancia del estudio de las adipoquinas en relación con el deterioro de la matriz. 

Estudios previos han caracterizado la grelina por su capacidad de inhibir la vía de AKT en 

las células del núcleo pulposo [113]. En el marco de nuestra investigación, hemos logrado 

describir que los niveles de grelina, así como los de su antagonista endógeno (LEAP2), se 

encontraban disminuidos en las células del disco degenerado en comparación con las células en 

estado de salud. Este hallazgo sugiere una disminución en la función protectora de la grelina en 

este estado degenerado del disco. Sin embargo, cabe destacar que, a diferencia de lo que se 

había descrito previamente en las células del núcleo pulposo de conejo, el tratamiento con IL-

1β no provocó un aumento en los niveles de esta adipoquina [248], lo que sugiere diferencias 

en la regulación de estos factores entre especies.  

Nuestros resultados no arrojaron diferencias entre los niveles de progranulina en estado 

sano con respecto al degenerado. A pesar de ello, se ha demostrado que la progranulina 

desempeña un papel protector en el disco intervertebral, antagonizando los efectos del TNF 

[249]. La deficiencia de progranulina conlleva niveles elevados de metaloproteinasas, lo que 

intensifica la degeneración de la matriz [117]. Estos hechos subrayan la relevancia de investigar 

a fondo algunas de estas adipoquinas, incluso si no se observan diferencias evidentes en los 

niveles basales entre discos sanos y degenerados. Es el caso de algunas adipoquinas estudiadas 

en esta tesis, cuyos niveles entre estado sano y degenerado no cambiaron: SERPINE2, NUCB2, 

RARRES2 y NAMPT. Estas citoquinas han sido previamente asociadas con un papel 

fisiopatológico en condrocitos, lo que suscita un genuino interés en su estudio, dada la similitud 

del perfil fisiopatológico con el tejido del disco intervertebral. Por ejemplo, en condrocitos, 

SERPINE2 ha sido descrita por su capacidad de inhibir la activación de las MMPs y ADAMTS 
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a través de la vía de ERK1/2/NFκB [53]. Nuestros resultados determinaron que los niveles de 

SERPINE2 aumentaban cuando las células sanas y degeneradas eran estimuladas por IL-1β, no 

mostrando sinergia ni aumentos significativos cuando se estimulaban con leptina. 

Del mismo modo, en cultivos de adipocitos in vitro, se ha observado que la IL-1β tiene la 

capacidad de elevar los niveles de quemerina [94]. Nuestros resultados han demostrado que 

este fenómeno se reproduce tanto en el disco intervertebral sano como en el degenerado. Se ha 

caracterizado a esta adipoquina por su función degradante de la matriz extracelular en el disco, 

lo que conduce a la liberación de mediadores inflamatorios dependientes de TLR4 y CMKLR1 

[122]. Por otro lado, la visfatina también se ha correlacionado de manera positiva con el proceso 

de degeneración de disco, ya que participa en la degradación de la matriz bajo la influencia de 

la IL-1β [104].  Como muestran nuestros resultados, los niveles de visfatina aumentan cuando 

se induce un estado inflamatorio con IL-1β. Por el contrario, en el contexto de discos 

intervertebrales degenerados, los niveles de NUCB2 no presentaron cambios significativos tras 

la estimulación de las células con IL-1β, leptina o su combinación. 

Como hemos podido constatar, los niveles de LCN2 y GHRL/LEAP muestran una 

disminución en el contexto de la degeneración de disco, lo que sugiere de manera concluyente 

que desempeñan un papel relevante en el desarrollo de esta enfermedad. No obstante, se 

requiere una mayor información para poder describir de manera completa la función que 

desempeñan en estas células. 

Tanto las adipoquinas generadas por la DDI como aquellas influenciadas por otros factores 

desempeñan un papel esencial en la fisiopatología de la enfermedad. A pesar de que la 

investigación ha arrojado luz sobre las interrelaciones entre las adipoquinas y los estados 

patológicos de la enfermedad, la complejidad de los mecanismos fisiopatológicos dificulta su 

identificación como contribuciones individuales. La comprensión de todos estos factores se 

vuelve de suma importancia para el futuro estudio de biomarcadores diagnósticos en las etapas 

iniciales de la enfermedad y para el desarrollo de terapias eficaces destinadas a la degeneración 

de disco intervertebral. 
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5.2  DISCUSIÓN: CAPÍTULO II. EL FACTOR DE TRANSCRIPCIÓN ELF3 EN EL DISCO 

INTERVERTEBRAL HUMANO.  

El segundo bloque experimental abordado en la presente tesis, se enfocó en investigar la 

expresión del factor de transcripción ELF3 en células y tejidos del disco intervertebral tanto 

sano como degenerado. ELF3, un miembro perteneciente la familia de factores de transcripción 

ETS, que se expresa principalmente en las células epiteliales y desempeña un papel crucial en 

varios procesos celulares, incluida la diferenciación y la respuesta inflamatoria [250].  

Los estudios previos sobre este factor de transcripción ofrecen una evidencia contundente 

sobre la presencia de una mayor cantidad de ELF3 en el cartílago humano afectado por artrosis 

en comparación con cartílago sano. Asimismo, ELF3 desempeña un papel significativo en la 

regulación de la expresión de citoquinas proinflamatorias en OA [153–157]. De hecho, nuestro 

grupo de investigación describió la interacción entre ELF3 y el factor de transcripción NFκB 

en la inducción de la expresión de la lipocalina-2, adipoquina proinflamatoria, tanto en 

condrocitos humanos como murinos [151]. Siendo capaces de revelar también la inducción 

sinérgica de ELF3 a través de la leptina y la IL-1β en modelos in vitro de cartílago artrósico 

[146].   

La DDI comparte numerosas similitudes patológicas con la OA, particularmente en sus 

etapas avanzadas. Cuando examinamos la patología molecular de la DDI y la OA, notamos una 

superposición significativa. Esto incluye la expresión de mediadores inflamatorios como 

COX2, IL-6, IL-8, CCL3, IL-1β, TNFα y LCN2 [166,246,247]. Además, la expresión de 

factores catabólicos, específicamente MMP3, MMP13 y ADAMTS5, también muestra 

paralelismos significativos en ambas condiciones [166]. Las células del disco intervertebral con 

DDI y los condrocitos en el cartílago articular con OA, así como los macrófagos M1 en estas 

condiciones, mantienen un estado de inflamación de baja intensidad que conduce a la 

generación de citoquinas proinflamatorias como la IL-1β y el TNF [135,251].  

En esta tesis, hemos sido capaces de describir, por primera vez, la presencia de ELF3 en 

tejidos y células de discos intervertebrales tanto sanos como degenerados. Observamos que su 

expresión viene incrementada en casos de degeneración de disco intervertebral, corroborando 

los resultados previamente reportados en el cartílago articular [150,152].  También resaltamos 

el notable aumento en la expresión del ARNm y la proteína de ELF3 en células de anillo fibroso 

en estado sano al ser estimuladas con LPS o IL-1α. Como se describió anteriormente, los 
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estímulos proinflamatorios pueden inducir la expresión de ELF3 en los condrocitos OA, lo que 

puede contribuir a la degradación y remodelación del cartílago en la OA al impulsar la 

expresión génica de la colagenasa y alterar el anabolismo de los condrocitos. Del mismo modo, 

de nuestros resultados podemos destacar que el factor de transcripción ELF3 es inducido por 

mediadores inflamatorios tanto en tejidos sanos como en tejidos patológicos de disco 

intervertebral. Por ende, el incremento en la expresión de ELF3 en células del anillo fibroso 

(AF) estimuladas por LPS, IL-1α u otros estímulos, sugiere que este factor, activado tanto por 

la estimulación de TLR4 como por los receptores de citoquinas, podría desempeñar un papel 

en el desarrollo de la degeneración de disco intervertebral. Estos hallazgos, junto con la 

observación de que los niveles de proteína ELF3 se mantienen estables en células degeneradas 

independientemente de estímulos adicionales, sugieren que este factor posiblemente desempeñe 

un papel clave tanto en la aparición como en el desarrollo de la enfermedad degenerativa del 

disco intervertebral [146].  

Considerando que ELF3 posee una clara modulación de su expresión inducida por agentes 

proinflamatorios, quisimos comprobar su modulación farmacológica mediante el uso de 

glucocorticoides clásicos como la dexametasona. El tratamiento con este antiinflamatorio, a 

células del disco intervertebral estimuladas con IL-1α, resultó en una marcada disminución en 

la expresión de ELF3. Estos datos están en línea con los datos publicados anteriormente sobre 

el papel de ELF3 en la degeneración de cartílago articular [146].  

En la literatura, ha sido descrito que ELF3 es capaz de controlar los promotores 

transcripcionales y la expresión génica de NOS2, COX2 y MMP13 [153]. El factor de 

transcripción ELF3 desencadena la activación de la enzima MMP13 y al mismo tiempo suprime 

la transcripción del gen COL2A1 en el tejido cartilaginoso. Este mecanismo ejerce un papel 

crítico en el proceso de catabolismo del cartílago [252,253]. En investigaciones previas 

realizadas en nuestro grupo, ya se ha reportado un aumento de la expresión de LCN2 en 

condrocitos que sobreexpresaban el gen ELF3 y que además eran tratados con IL-1α en 

comparación con las células tratadas únicamente con IL-1α [151]. Por el contrario, cuando el 

gen ELF3 fue silenciado, se observó una disminución en la expresión de LCN2 [151]. 

Basándonos en estos descubrimientos previos, nuestro estudio actual aporta una novedosa 

evidencia que demuestra que la sobreexpresión de ELF3 también induce la expresión de ARNm 

de factores catabólicos e inflamatorios como MMP13, MMP3, MMP9, ADAMTS5, IL-6, 

LCN2 y PTGS2 en células de disco intervertebral degenerado y sano. Además, la 
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sobreexpresión de ELF3 aumentó aún más la ya elevada expresión de ARNm de MMP13, 

MMP3, MMP9, ADAMTS5, IL-6 y LCN2 en células de disco intervertebral degenerado y sanas 

estimuladas por IL-1α. Estos descubrimientos sugieren el posible papel de este factor de 

transcripción en los procesos inflamatorios y degenerativos asociados con la enfermedad 

degenerativa del disco intervertebral. De hecho, en la DDI, las MMPs y ADAMTS se destacan 

como los principales agentes que median la degradación de la matriz extracelular. Se ha descrito 

que muchas de estas enzimas proteolíticas experimentan un marcado incremento en su 

expresión tanto en la DDI como en la OA [166,254,255]. En nuestro estudio, indagamos el 

papel desempeñado por ELF3 en la regulación de la transcripción de diversas enzimas, 

incluyendo una colagenasa (MMP13), una gelatinasa (MMP9), una estromelisina (MMP3) y 

una agrecanasa (ADAMTS5), encontrando que todas ellas experimentan un aumento de su 

expresión inducido por ELF3. Estos resultados indican una actividad procatabólica de ELF3 

que puede contribuir potencialmente a la remodelación y degradación de la matriz extracelular. 

Ya se describió con anterioridad que ELF3 activa la transcripción de MMP13 mediante la unión 

a un sitio ETS conservado en la región promotora proximal de dicho gen [156]. Además, la 

interacción entre ELF3 y el promotor de MMP13 situado en las proximidades se intensifica 

cuando los condrocitos se estimulan con IL-1β. [156].  

Otras metaloproteinasas como MMP9, han sido descritas por desempeñar un papel 

relevante en las células del disco intervertebral [109,256]. Zigouris et al. describieron una 

correlación significativa entre la expresión de MMP9 y los niveles de deterioro histológico en 

los tejidos del disco intervertebral, lo que sugiere que MMP9 podría estar implicada en los 

procesos relacionados con la DDI [256]. Además, se ha establecido una asociación con otras 

MMPs, como la MMP3, y la progresión de la enfermedad degenerativa del disco intervertebral 

[257]. Los estudios demuestran que la estimulación de las células del núcleo pulposo con IL-

1β induce una regulación al alza en la expresión de MMP3, en concordancia con nuestros 

hallazgos relacionados con la estimulación de IL-1α [257]. 

Existen estudios que plantean la hipótesis de que ADAMTS5 desempeña un papel relevante 

en la degradación de los componentes de la matriz extracelular en el disco intervertebral, lo que 

puede debilitar su estabilidad estructural [258]. En un modelo in vivo de DDI, mediante punción 

anular en conejos, se observó que la supresión de ADAMTS5 condujo a una reducción efectiva 

de la degeneración discal, lo cual plantea que ADAMTS5 pueda ser considerado como una 

diana terapéutica para tratar la DDI [259]. Además, se ha observado un aumento en la expresión 
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de ADAMTS5 en los discos intervertebrales con hernia en pacientes humanos, lo que sugiere 

su implicación en el proceso degenerativo de la DDI. Asimismo, se ha documentado que 

ADAMTS5 experimenta un aumento en su expresión en las células del disco intervertebral 

estimuladas por IL-1β, lo cual concuerda con los resultados presentados en este estudio [258]. 

Hasta donde sabemos, mostramos por primera vez que la sobreexpresión de ELF3 tiende a 

aumentar la expresión de ADAMTS5 en células de disco intervertebral sano y degenerado.  

Por otro lado, nuestros hallazgos nos permiten resaltar no solo el papel procatabólico de 

ELF3, sino que también describen el papel proinflamatorio del mismo. Esto se observa en el 

aumento significativo de factores proinflamatorios como IL-6, LCN2 y PTGS2 en células de 

AF sano y degenerado cuando se sometían a la sobreexpresión del gen ELF3. Hallazgos 

recientes demuestran que ELF3 también desempeña un papel significativo en la sinergia entre 

IL-17 y TNF en fibroblastos sinoviales [260]. En estos fibroblastos ha sido descrito que algunos 

de los genes regulados por Iκβ dependen de ELF3. Debido a esto, la inducción de ELF3 podría 

ser una vía de activación colaborativa, en la que ELF3 sería capaz de cooperar con AP-1 y 

NFκB para prolongar la producción de mediadores inflamatorios. 

La obesidad, es uno de los factores con mayor riesgo para la DDI, no solamente por el 

estrés mecánico que genera, sino también por los niveles elevados de citoquinas y adipoquinas 

que el tejido adiposo blanco libera. Por esta razón, esta condición agrava el estado inflamatorio 

celular [85,247]. Previamente, nuestro grupo describió que la leptina, adipoquina con 

propiedades proinflamatorias, podía interactuar con la IL-1β para la inducción del gen ELF3 en 

condrocitos humanos [146]. En nuestros resultados, resultó un hallazgo inesperado no observar 

esta respuesta sinérgica de la leptina y la interleuquina, ni en células sanas ni degeneradas. Este 

comportamiento, fue demostrado no sólo para el gen ELF3, sino también en la expresión de 

varias citoquinas proinflamatorias (como NOS2, COX2 e IL-6) y adipoquinas (como LCN2) 

[261]. Podemos afirmar que la sinergia entre la leptina y la IL-1β depende de la presencia del 

receptor de leptina [146], debido a ello investigamos los niveles de expresión del receptor en 

células de disco sanas y degeneradas, observando que no había diferencias de expresión en 

ninguna de las dos condiciones. Sin embargo, destacamos una expresión significativamente 

mayor en los niveles de expresión de leptina en células sanas de AF con respecto a las 

degeneradas. Esta disminución de la expresión de leptina en células degeneradas podría deberse 

a la disfunción celular asociada al proceso degenerativo característico de la DDI. Aunque en 

nuestro estudio no observamos diferencias en el receptor, cabe destacar que en ratones 
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silenciados para el gen del receptor de la leptina, se desarrollan alteraciones en la columna 

vertebral y cambios celulares en las células notocordales, implicando ello su importante rol en 

la proliferación y diferenciación de las células de disco, lo que nos sugiere su implicación en el 

disco intervertebral [101], y aún estaría por determinar si los niveles de leptina están 

relacionados con dicho proceso. Cabe destacar que la presencia de leptina circulante y en el 

tejido puede afectar a la homeostasis del disco intervertebral, actuando a través del receptor de 

leptina o bien mediante otras citoquinas que son inducidas por la propia leptina [98,262].  

También se ha descrito que la leptina está implicada en la expresión de diferentes 

metaloproteinasas, como MMP3 y MMP9 [99]. Asimismo, se observó un incremento de 

MMP7, MMP11 y TNFα en las células de AF, mientras que en las células de NP se registró un 

aumento en la expresión de agrecanasas, IL-6 y TNFα [99].  

Estos hechos son concordantes con lo que ya se había descrito en líquido sinovial de 

personas con artrosis, mostrando una relación directa entre los niveles de MMP1 y MMP3. En 

estos casos, la exposición a la leptina por sí sola, así como en combinación con el estímulo 

inflamatorio IL-1β, provocó un aumento en los niveles de MMP1, MMP3 y MMP13 [100]. No 

obstante, nuestro estudio no pudo corroborar la similitud fisiopatológica del cartílago articular 

y el disco intervertebral en cuanto a la expresión de ELF3, ya que no produjo una sinergia junto 

con el factor proinflamatorio IL-1β, pero el conjunto de todos estos nuevos descubrimientos 

amplía nuestro entendimiento sobre el papel de ELF3 en la DDI, resaltando su contribución en 

los procesos inflamatorios y degenerativos. En un futuro, podríamos apuntar a ELF3 como una 

ruta prometedora para intervenciones terapéuticas de la DDI. Futuras investigaciones serán 

fundamentales para la adquisición de un entendimiento completo de los mecanismos precisos 

que regulan ELF3.  
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5.3  DISCUSIÓN: CAPÍTULO III. OLEOCANTHAL 

En la actualidad no existen opciones de tratamiento curativo para abordar la degeneración 

del disco intervertebral. La principal estrategia terapéutica se centra en el empleo de fármacos 

antiinflamatorios no esteroideos, analgésicos o corticoides, dirigidos a aliviar los síntomas. A 

pesar de ello, ninguno de los medicamentos utilizados ha logrado prevenir la progresión de la 

degeneración discal. La ausencia de fármacos que puedan alterar estos procesos catabólicos en 

el disco intervertebral subraya la necesidad de hallar nuevas terapias capaces de modificar la 

evolución de la degeneración y, en su caso, revertir la enfermedad del disco intervertebral. 

Una terapia preventiva, alternativa y/o complementaria a estos medicamentos son los 

denominados "nutracéuticos". En líneas generales, los nutracéuticos son sustancias naturales 

presentes frecuentemente en alimentos (comúnmente denominados alimentos "funcionales") 

que, al ser consumidos en dosis específicas, pueden ofrecer beneficios para la salud, incluso en 

la prevención y/o tratamiento de enfermedad [180].  

 Existen estudios que muestran la posibilidad de contrarrestar la degeneración sintomática 

del disco intervertebral, especialmente en fases tempranas de la enfermedad, mediante la ingesta 

de suplementos alimenticios como la glucosamina y el condroitín sulfato [183].  Además, se ha 

observado que la inclusión de otras sustancias naturales, como el ácido graso omega-3, en 

suplementos alimentarios, muestra indicios de tener efectos protectores contra la degeneración 

de disco intervertebral, según estudios en modelo animal de rata [184].  

En este contexto de investigación sobre la salud y la alimentación, es fundamental destacar 

el papel trascendental que el aceite de oliva virgen extra ha desempeñado en la dieta 

mediterránea a lo largo de la historia, destacándose por sus notables beneficios para la salud. A 

lo largo de los siglos, la Olea europea L. ha proporcionado una amplia variedad de compuestos 

fenólicos que han capturado la atención de la comunidad científica por su potencial terapéutico. 

Numerosos compuestos fenólicos obtenidos del AOVE son considerados componentes 

nutracéuticos clave en la dieta mediterránea. Estos compuestos exhiben propiedades 

beneficiosas, incluyendo actividades antiinflamatorias, antioxidantes y antitrombóticas. 

 Uno de estos compuestos, el oleocanthal, ha emergido en los últimos años como un agente 

terapéutico prometedor contra diversas enfermedades, demostrando su potencial farmacológico 

[186–189]. Alrededor del 10% de la composición fenólica del AOVE corresponde al 
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oleocanthal. Este modesto porcentaje presente en el AOVE ha sido descrito por jugar un papel 

en procesos inflamatorios, cancerígenos, neurodegenerativos y en enfermedades 

musculoesqueléticas [186–189].  El uso de compuestos fenólicos administrados a largo plazo 

ha demostrado tener beneficios sustanciales para la regulación de enfermedades inflamatorias 

[263].  

El último bloque experimental de esta tesis ha sido dirigido al estudio de los posibles 

efectos farmacológicos del oleocanthal en células de disco intervertebral. Esta molécula de 

estructura fenólica, extraída del aceite de oliva virgen extra, fue probada por nuestro grupo de 

investigación en las células de cartílago demostrando un potente efecto antiinflamatorio. Sin 

embargo, sus efectos no habían sido estudiados previamente en células de disco intervertebral.  

Nuestros resultados revelan, por primera vez, la capacidad del oleocanthal para reducir 

tanto la respuesta inflamatoria como la catabólica en células humanas de disco intervertebral 

degenerado estimuladas con LPS o IL-1α. En el ámbito de enfermedades como la artrosis, 

nuestro grupo de investigación identificó el oleocanthal como un posible tratamiento, 

demostrando efectos tanto en los condrocitos como en las células del sistema inmunitario 

innato, como los macrófagos [197,199,218]. Estas investigaciones previas de nuestro grupo 

confirmaron el efecto antiinflamatorio del oleocanthal en células primarias de cartílago de 

pacientes con artrosis estimuladas con LPS [199]. Además, se pudo identificar que esta 

sustancia actúa como inhibidora de la NOS2, una enzima crucial en el proceso inflamatorio. 

Junto con este hallazgo, se pudo describir cómo el oleocanthal era capaz de reducir otros 

factores proinflamatorios como COX2, IL-6, IL-8, CCL3, LCN2 y TNFα [199]. Las 

propiedades anti-catabólicas del oleocanthal también fueron evaluadas por nuestro grupo en 

células de condrocito humano, describiendo la capacidad del oleocanthal para suprimir la 

respuesta de IL-1α con respecto a la expresión de los genes MMP13 y ADAMTS5 [199]. Aparte 

de sus efectos en condrocitos, se probó su eficacia en la inmunidad innata mediante el estudio 

de macrófagos J774A.1. Los resultados obtenidos en esta línea celular fueron consistentes con 

los observados en condrocitos, siendo capaz de disminuir la expresión de mediadores  

proinflamatorios como IL-6, MIP-1α, IL-1β y TNFα, además del factor GM-CSF [218].  

Como se ha señalado previamente en esta tesis, es importante destacar que la degeneración 

del disco intervertebral comparte numerosas similitudes con el proceso degenerativo observado 

en la artrosis. En ambos casos, la degeneración del disco se caracteriza por la pérdida de espacio 
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articular, la esclerosis subcondral y la formación de osteofitos, de manera análoga a la progresión 

observada en la artrosis articular. Existen múltiples estudios que comparan la patología molecular 

de la degeneración de disco y la artrosis, revelando la presencia de factores inflamatorios 

característicos como la IL-6, IL-8, CCL3, LCN2 y COX2. Cabe destacar también, que la similitud 

en la expresión de factores catabólicos, como son MMP3, MMP13 y ADAMTS5 [166]. Además, 

los estados patológicos tanto del disco intervertebral, como del cartílago articular en la artrosis, 

vienen caracterizados por la producción celular continuada de citoquinas proinflamatorias tales 

como IL-1β y TNFα, siendo también los macrófagos M1 responsables de esta producción 

[135,251], por lo que nuestros datos sugieren que el oleocanthal podría ser efectivo en la 

regulación de los procesos fisiopatológicos que ocurren en ambas enfermedades. 

También es digno de mención que en nuestra investigación no detectamos efectos citotóxicos 

del oleocanthal en las células de disco intervertebral degenerado, a las concentraciones de 1 a 

5μM. Este descubrimiento fue concordante con los datos obtenidos en investigaciones anteriores 

sobre la citotoxicidad en células de condrocitos humanos y en macrófagos humanos y murinos 

[197,218,264]. Cabe señalar que, nuestros resultados demuestran que el oleocanthal ejerce su 

efecto independientemente del estímulo inflamatorio, en nuestro caso, LPS e IL-1α. En el 

contexto de la enfermedad de DDI y OA, los receptores TLRs sufren un aumento en su expresión 

y su activación conlleva al aumento de producción de varias citoquinas proinflamatorias 

[171,265]. En nuestro estudio describimos la capacidad del oleocanthal para suprimir la respuesta 

inflamatoria de tres factores inflamatorios relevantes (IL-6, NOS2 y ELF3) activados por TLR4, 

incluso con la dosis más baja de 1 μM. Por otro lado, demostramos la capacidad del oleocanthal 

para mitigar la expresión de mediadores catabólicos como MMPs y ADAMTS5, genes que 

también se expresan tras la estimulación de TLR4. Asimismo, corroboramos la capacidad del 

oleocanthal para reducir la expresión de dichos genes cuando las células eran estimuladas con IL-

1α, en este caso siendo sólo la concentración más alta (5 μM) la que mostró una actividad 

antiinflamatoria y anticatabólica significativa. Podríamos atribuir este resultado a la mayor 

estimulación inflamatoria causada por la IL-1α en comparación con el LPS. Cabe destacar que la 

IL-1α también ha sido previamente identificada como sobreexpresada en discos intervertebrales 

degenerados en comparación con los sanos [43].  

La activación de ambos receptores, el receptor TLR4 y el receptor 1 de la interleuquina-1 

(IL-1R1), desencadena una cadena de señalización intracelular que implica la activación de 

factores de transcripción clave en las respuestas inflamatorias y degenerativas [266]. En nuestro 
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estudio, analizamos el efecto del oleocanthal en la vía de NFκB, factor de transcripción que está 

ampliamente reconocido como un mediador fundamental en la inflamación y respuesta 

inmunológica [162]. Nuestros resultados mostraron que el OC es capaz de bloquear la 

fosforilación de la subunidad p65 de NFκB también conocida como RelA, y su posterior 

activación en las células de disco degenerado. Esta inhibición de la vía conlleva la reducción de 

la transcripción de genes inflamatorios, tales como IL-6, NOS2, ELF3, MMP3, MMP13 y 

ADAMTS5, lo que a su vez disminuiría de manera significativa los procesos inflamatorios en las 

células del disco degenerado. Es digno de mención que la supresión simultánea de los factores de 

transcripción NFκB y ELF3 tiene una relevancia particular, dado que se ha documentado su 

colaboración en la regulación de respuestas proinflamatorias en las células del disco intervertebral 

y el cartílago articular [151,267].  

La capacidad de varios nutracéuticos para inhibir la señalización de NFκB, ha sido 

ampliamente estudiada, sugiriendo el posible uso de los mismos asociadas a procesos 

inflamatorios mediados por esta vía, como es el caso del resveratrol, los polifenoles, alcaloides, 

terpenoides, taninos e incluso algunos ácidos grasos monoinsaturados [268]. En los últimos 

años, las propiedades del oleocanthal han despertado el interés de numerosos investigadores. 

Nuestro grupo de investigación, con sus investigaciones previas en cartílago y con las 

presentadas en esta tesis, ha logrado respaldar el valor del oleocanthal como una molécula 

prometedora para la prevención y tratamiento de trastornos inflamatorios y degenerativos como 

es la degeneración de disco intervertebral. Es fundamental resaltar que investigaciones recientes 

han revelado que el oleocanthal exhibe notables efectos antioxidantes, antiinflamatorios e 

inmunomoduladores en un modelo de artritis inducida por colágeno en ratones cuando se 

administra como parte de la alimentación. Estos resultados sugieren que el oleocanthal podría 

constituir una innovadora herramienta dietética en la lucha contra trastornos inflamatorios, 

incluyendo la artritis reumatoide y otras afecciones musculoesqueléticas. 

Los resultados obtenidos en nuestro estudio claramente señalan la viabilidad del oleocanthal 

como un posible tratamiento para la degeneración de disco intervertebral. No obstante, para 

consolidar y profundizar en la comprensión de las posibilidades terapéuticas del OC, será esencial 

llevar a cabo investigaciones adicionales en el futuro, incorporando estudios in vivo.  
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6 CONCLUSIONES 

1. El perfil metabolómico del disco degenerado con respecto al disco sano mostró niveles 

disminuidos de triglicéridos, diacilgliceroles, fosfatidilinositoles, fosfatidilcolinas y 

esfingomielinas, así como algunas adipoquinas, como LCN2 y LEAP/GHRL, que podrían 

ser una diana para el tratamiento de la enfermedad.  

2. El tratamiento con leptina no tiene efectos significativos en los genes inflamatorios 

estudiados. La leptina junto con la interleuquina no produce sinergia en la expresión de 

genes inflamatorios.  

3. La expresión del gen ELF3 depende del estado patológico del tejido, siendo mayor en disco 

degenerado.  

4. La IL-1α induce la expresión de ELF3 en células de disco. 

5. La leptina y la interleuquina no producen sinergia en la expresión del gen de ELF3 en disco.  

6. La dexametasona disminuye la expresión del gen de ELF3 en disco.  

7. La sobreexpresión del gen ELF3 aumenta la expresión de genes inflamatorios IL-6, PTGS2 

y NOS2 y genes degradadores de la matriz como MMP3, -9 y -13 y ADAMTS5 tanto en 

células sanas como degeneradas.  

8. El silenciamiento del gen ELF3 parece disminuir la expresión de los genes inflamatorios 

IL-6, PTGS2, NOS2 y de degradación MMP3, -9 y -13. 

9. Oleocanthal es capaz de regular el gen ELF3 en disco degenerado, así como otros genes 

proinflamatorios (IL-6, NOS2, PTGS2) y de degradación (MMP13), en células de disco 

intervertebral degenerado estimuladas tanto con LPS como con IL-1α.  

10. La fosforilación de p65 puede ser regulada por oleocanthal en células de disco intervertebral 

degenerado estimuladas con LPS o IL-1α.  
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7 CONCLUSIONS 

1. The metabolomic profile of the degenerated disc compared to the healthy disc showed 

decreased levels of triglycerides, diacylglycerols, phosphatidylinositols, 

phosphatidylcholines, and sphingomyelins, as well as certain adipokines such as LCN2 

and LEAP/GHRL, which could serve as a target for disease treatment. 

2. Leptin treatment does not have significant effects on the studied inflammatory genes. 

Leptin, in combination with interleukin, does not induce synergy in the expression of 

inflammatory genes. 

3. The expression of the ELF3 gene depends on the pathological state of the tissue, being 

higher in the degenerated disc. 

4. IL-1α induces ELF3 expression in disc cells. 

5. Leptin and interleukin do not induce synergy in the expression of the ELF3 gene in disc. 

6. Dexamethasone reduces the expression of the ELF3 gene in disc. 

7. Overexpression of the ELF3 gene increases the expression of inflammatory genes IL-6, 

PTGS2, NOS2, and matrix-degrading genes such as MMP3, -9, and -13, as well as 

ADAMTS5, in both healthy and degenerated cells. 

8. Silencing of the ELF3 gene appears to decrease the expression of inflammatory genes IL-

6, PTGS2, NOS2, and degradation genes MMP3, -9, and -13. 

9. Oleocanthal is capable of regulating the ELF3 gene in degenerated discs, as well as other 

proinflammatory genes (IL-6, NOS2, PTGS2) and degradation-related genes (MMP13), 

in intervertebral disc cells stimulated with both LPS and IL-1α. 

10. Phosphorylation of p65 can be regulated by oleocanthal in degenerated intervertebral disc 

cells stimulated with LPS or IL-1α. 
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8 ABREVIATURAS 

AA Aminoácidos 

ADAMTS1 Desintegrina y metaloproteasa con motivos de trombospondina 1 

ADAMTS2 Desintegrina y metaloproteasa con motivos de trombospondina 2 

ADAMTS3 Desintegrina y metaloproteasa con motivos de trombospondina 3 

ADAMTS4 Desintegrina y metaloproteasa con motivos de trombospondina 4 

ADAMTS5 Desintegrina y metaloproteasa con motivos de trombospondina 5 

ADAMTS13 Desintegrina y metaloproteasa con motivos de trombospondina 13 

ADAMTS14 Desintegrina y metaloproteasa con motivos de trombospondina 14 

ADAMTS15 Desintegrina y metaloproteasa con motivos de trombospondina 15 

AF Anillo fibroso 

AINEs Antiinflamatorios no esteroideos  

AKT Proteína quinasa AKT / Proteína quinasa B 

AOVE Aceite de oliva virgen extra 

ApoE Apolipoproteína E 

ARNi Ácido Ribonucleico de interferencia 

AP-1  Factor de activación de proteínas 1 

BA Ácidos biliares 

BHE Barrera hematoencefálica 

BSA Albúmina sérica bovina 

Carb acids Ácidos carboxílicos 

CCL1 Ligando 1 de quimiocina 

CCL2 Ligando 2 de quimioquina /proteína quimioatrayente de monocitos 1 

CCL3 Ligando 3 de quimiocina 

CCL5 Ligando 5 de quimiocina 

CCL11 Ligando 11 de quimiocina 

CCL20 Ligando 20 de quimiocina 

CCR6 Receptor del ligando 6 de quimiocina 

CEP Placas terminales cartilaginosas 
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Cer Ceramidas 

Cho Colesterol 

CHO Carbohidratos 

ChoE Ésteres de colesterol 

CMH Monohexosilceramidas 

CMKLR1 Receptor tipo quimiocina 1 

COL1A1 Colágeno tipo I, alfa 1 

COL2A1 Colágeno tipo II, alfa 1 

COL9A2 Colágeno tipo IX, alfa 2 

COL11A1 Colágeno tipo XI, alfa 1 

COX1  Ciclooxigenasa 1 

COX2 Ciclooxigenasa 2 

CXCL8 Ligando de quimiocina con motivo C-X-C 8 

CXCL12 Ligando de quimiocina con Motivo C-X-C 12 

CXCR4 Receptor 4 de quimiocinas con motivos C-X-C 

c-Met Receptor del factor de crecimiento de hepatocitos c-Met 

DAPC Diacilglicerolfosfocolinas 

DAPE Diacilglicerolfosfoetanolaminas 

DDI Degeneración de disco intervertebral 

DG Diglicéridos 

DX Dexametasona 

ECM Matriz extracelular 

ELF3 Epithelium-specific ETS transcription factor 3 

ELISA Ensayo por inmunoabsorción ligado a enzimas 

ERK1/2 Vía de señalización regulada por quinasas extracelulares 1/2 

FA Ácidos grasos 

FBS Suero fetal bovino 

FGF Factor de crecimiento de fibroblastos 

FOXO Factores de transcripción "Forkhead Box O" 

GAPDH Gliceraldehído 3-fosfato deshidrogenasa 

GEP Precursor de epitelina granulina  

GHRL Grelina 
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GHS-R Receptor secretagogo de la hormona del crecimiento  

GM-CSF Factor estimulante de colonias de granulocitos y macrófagos 

GLT1 Transportador de glutamina 

GLUT1 Transportador de glucosa 

GPR55 Receptor acoplado a proteína G 55 

HGF Factor de crecimiento de hepatocitos 

ICAM-1  Molécula de adhesión intercelular 1 

IFNγ Interferón gamma 

IKKs Quinasas inhibitorias del factor kappa B 

IL-1 Interleuquina 1 

IL-1α Interleuquina 1 alfa 

IL-1β Interleuquina 1 beta 

IL-4 Interleuquina 4 

IL-6 Interleuquina 6 

IL-8 Interleuquina 8 

IL-10 Interleuquina 10 

IL-12 Interleuquina 12 

IL-13 Interleuquina 13 

IL-17 Interleuquina 17 

IL-1R1 Receptor 1 de la Interleuquina-1 

LCN2 Lipocalina-2 

LPC Lisofosfatidilcolinas 

LEAP2 Péptido antimicrobiano expresado en el hígado-2 

LepR Receptor de leptina 

LPE Lisofosfatidiletanolaminas 

LPI Lisofosfatidilinositoles 

LPS Lipopolisacárido bacteriano 

LRP1 Lipoproteína LDL 

MAPC 1 o 2 monoacilglicerofosfocolinas 

MAPE 1 o 2 monoacilglicerofosfoetanolaminas 

MAPK Quinasas activadas por mitógenos 

MEMAPC 1-éter, 2-acilglicerofosfocolinas 
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MEMAPE 1-éter, 2-acilflicerofosfoetanolaminas 

MEPC 1-monoeterglicerofosfocolinas 

MEPE 1-monoeterglicerofosfoetanolaminas 

MIP-1α Proteína inflamatoria de macrófagos-1 alfa 

MMP1 Metaloproteinasa de matriz1 

MMP2 Metaloproteinasa de matriz 2 

MMP3 Metaloproteinasa de matriz 3 

MMP7 Metaloproteinasa de matriz 7 

MMP8 Metaloproteinasa de matriz 8 

MMP9 Metaloproteinasa de matriz 9 

MMP11 Metaloproteinasa de matriz 11 

MMP13 Metaloproteinasa de matriz 13 

MMP14 Metaloproteinasa de matriz 14 

MMP17 Metaloproteinasa de matriz 17 

MMP18 Metaloproteinasa de matriz 18 

MMP19 Metaloproteinasa de matriz 19 

MMP24 Metaloproteinasa de matriz 24 

MMP25 Metaloproteinasa de matriz 25 

MMP26 Metaloproteinasa de matriz 26 

mTOR Diana de rapamicina en mamíferos 

MTT 4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide 

MUFA Ácidos grasos monoinsaturados 

NAE N-acil etanolaminas 

NADPH Nicotinamida adenina dinucleótido fosfato 

NAMPT Nicotinamida fosforribosil transferasa 

NFκB Factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B 

activadas 

NGF Factor de crecimiento nervioso 

NO Óxido nítrico 

NOS2 Óxido nítrico sintasa 2 

NP Núcleo pulposo 

Ns Nucleósidos 
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NUCB2 Nucleobindina-2 

OA Artrosis  

OC Oleocanthal 

OPLS-DA Análisis discriminante de mínimos cuadrados parciales ortogonales  

PC Fosfatidilcolinas 

PCA Análisis de componentes principales  

PCDGF Factor de crecimiento derivado de células PC 

PE Fosfatidiletanolaminas 

PGRN Progranulina 

PI Fosfatidilinositoles 

PI3K Fosfatidilinositol 3-quinasa 

PKP-1 Proteína quinasa fosfatasa-1 

PN-1 Proteasa nexin-1 

PPARs Receptores activados por proliferadores peroxisomales  

PTGS2 Prostaglandina-endoperóxido sintasa 2 

PUFA Ácidos grasos poliinsaturados 

PVDF Fluoruro de polivinilideno 

RARRES2 Proteína reactiva 2 del receptor del ácido retinoico 

SDF-1 Factor 1 derivado de células estromales 

SEM Error estándar de la media 

SERPINE2 Miembro 2 de la familia de las serpinas E 

SFA Ácidos grasos saturados 

s-GAG Glucosaminoglicanos sulfatados 

SM Esfingomielinas 

SOX9 Factor de transcripción SRY (Sex Determining Region Y)-Box 9 

STAT1 Transductor de señal y activador de la transcripción 1 

STAT3 Transductor de señal y activador de la transcripción 3 

TIG2 Gen 2 inducido por tazarotina 

TG Triglicéridos 

TGF-β1 Factor de crecimiento transformante beta 1 

TLR4 Receptor tipo Toll 4 

TLR9 Receptor tipo Toll 9 
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TNFα Factor de necrosis tumoral alfa 

TRADD Dominio del receptor de TNF Asociado a la vía de muerte 

TRPA1 Receptor transitorio, subfamilia A, miembro 1 

TRAF2 Factor asociado a receptor de TNF 2 

UHPLC-MS Cromatografía líquida de alta resolución – espectrometría de masas  

VDR Receptor de la vitamina D 

VCAM-1 Molécula de adhesión de células vasculares 1 
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DICTAMEN DEL COMITÉ DE ÉTICA DE LA INVESTIGACIÓN DE SANTIAGO-LUGO 
 

Guillermo José Prada Ramallal, Secretario del Comité de Ética de la Investigación de Santiago-Lugo, 

 

CERTIFICA: 

Que este Comité evaluó en su reunión del día 22 de junio de 2017 el estudio: 
 

Título: Papel de las adipokinas, de los factores neuroendocrinos y de las nuevas citokinas en 
la degeneración del disco intervertebral (DDIV) 
Promotor: Jesús Pino Mínguez, Oreste Gualillo 
Tipo de estudio: Outros 
Versión:  
Código del Promotor:  
Código de Registro: 2017/279 

 
Y, tomando en consideración las siguientes cuestiones: 

- La pertinencia del estudio, teniendo en cuenta el conocimiento disponible, así como los 
requisitos legales aplicables, y en particular la Ley 14/2007, de investigación biomédica, el 
Real Decreto 1716/2011, de 18 de noviembre, por el que se establecen los requisitos básicos 
de autorización y funcionamiento de los biobancos con fines de investigación biomédica y del 
tratamiento de las muestras biológicas de origen humana, y se regula el funcionamiento y 
organización del Registro Nacional de Biobancos para investigación biomédica, la ORDEN 
SAS/3470/2009, de 16 de diciembre, por la que se publican las Directrices sobre estudios 
Postautorización de Tipo Observacional para medicamentos de uso humano, y la Circular nº 
07/2004, de investigaciones clínicas con productos sanitarios. 

- La idoneidad del protocolo en relación con los objetivos del estudio, justificación de los 
riesgos y molestias previsibles para el sujeto, así como los beneficios esperados. 

- Los principios éticos da Declaración de Helsinki vigente. 
- Los Procedimientos Normalizados de Trabajo del Comité. 

 
Emite un dictamen FAVORABLE para la realización del estudio por el/la investigador/a del 
centro: 
 
Centros Investigadores Principales 
IDIS-CHUS Jesús Pino Mínguez, Oreste Gualillo 
  
 
 
En Santiago de Compostela, a 30 de junio 2017. 
 
El Secretario del Comité Territorial de Ética de la Investigación de Santiago Lugo, 

 

 

 

Guillermo José Prada Ramallal 
  

Firmado digitalmente por: guillermo.jose.prada.ramallal@sergas.es
Fecha: 2017.06.29 15:38:20 +02'00'
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Secretaria Técnica  
Comité Autonómico de Ética da Investigación de Galicia 
Secretaria Xeral. Consellería de Sanidade 
Edificio Administrativo San Lázaro 
15703 SANTIAGO DE COMPOSTELA 
Tel: 881546425. Correo-e: ceic@sergas.es 

Secretaria Técnica  
Comité Autonómico de Ética da Investigación de Galicia 
Secretaria Xeral. Consellería de Sanidade 
Edificio Administrativo San Lázaro 
15703 SANTIAGO DE COMPOSTELA 
Tel: 881546425. Correo-e: ceic@sergas.es 

Guillermo José Prada Ramallal, Secretario del Comité de Ética de la Investigación de Santiago-Lugo, 

 
HACE CONSTAR QUE: 
 
1.- El Comité Territorial de Ética de la Investigación de Santiago-Lugo cumple tanto en su 
composición como en sus PNTs los requisitos legales vigentes (RD 1090/2015 de ensayos clínicos, y 
la Ley 14/2007 de Investigación Biomédica). 

2.- La composición actual del Comité Territorial de Ética de la Investigación de Santiago-Lugo es: 

� Juan Manuel Vázquez Lago (Presidente). Médico especialista en Medicina Preventiva y 
Salud Pública. Área de Gestión Integrada de Santiago. 

� Pilar Rodríguez Ledo (Vicepresidenta). Médico especialista en Medicina Familiar y 
Comunitaria. Área de Gestión Integrada de Lugo. 

� Guillermo José Prada Ramallal (Secretario). Médico especialista en Farmacología Clínica. 
Área de Gestión Integrada de Santiago. Fundación Ramón Domínguez. 

� Lorenzo Armenteros del Olmo (Vicesecretario). Médico especialista en Medicina Familiar 
y Comunitaria. Área de Gestión Integrada de Lugo. 

� Francisco Campos Pérez. Biólogo. Instituto de Investigación Sanitaria de Santiago de 
Compostela. 

� Rosana Castelo Domínguez. Farmacéutica de Atención Primaria. Área de Gestión Integrada 
de Santiago. 

� Ricardo García Martínez. Licenciado en Derecho. Área de Gestión Integrada de Lugo. 
� Jaime Gulín Dávila. Farmacéutico especialista en Farmacia Hospitalaria. Área de Gestión 

Integrada de Lugo. 
� Victor Herrán Carreira. Paciente. ADIL-Asociación de Diabéticos Lucense. 
� María Jesús Lamas Díaz. Farmacéutica especialista en Farmacia Hospitalaria. Área de 

Gestión Integrada de Santiago. 
� Carlos Rodríguez Moreno. Médico especialista en Farmacología Clínica. Área de Gestión 

Integrada de Santiago. 
� Rafael Carlos Vidal Pérez. Médico especialista en Cardiología. Área de Gestión Integrada de 

Lugo. 
� María Jesús Wandosell Picatoste. Enfermera. Área de Gestión Integrada de Santiago. 

 
Para que conste donde proceda, y a petición del promotor/investigador, en Santiago de Compostela, 
a 30 de junio de 2017. 
 

El Secretario del Comité Territorial de Ética de la Investigación de Santiago Lugo, 

 

 

 

Guillermo José Prada Ramallal 
 

Firmado digitalmente por: guillermo.jose.prada.ramallal@sergas.es
Fecha: 2017.06.29 15:38:24 +02'00'



ANEXOS 

217 

 

 
 

 

 

DICTAMEN DEL COMITÉ DE ÉTICA DE LA INVESTIGACIÓN DE SANTIAGO-LUGO 
 

Ana Estany Gestal, Secretaria del Comité de Ética de la Investigación de Santiago-Lugo, 

 

CERTIFICA: 

Que este Comité evaluó en su reunión del día 25 de mayo de 2021 la modificación del estudio: 
 

Título: Papel de las adipokinas, de los factores neuroendocrinos y de las nuevas citokinas en la 
degeneración del disco intervertebral (DDIV) 
Versión modificación: modificación Abril 2021 
Promotor/a: Jesús Pino Mínguez, Oreste Gualillo 
Investigador/a: Jesús Pino Mínguez, Oreste Gualillo 
Código de Registro: 2017/279 

 
Y que este Comité acepta de conformidad con sus procedimientos normalizados de trabajo y tomando 
en cuenta los requisitos éticos, metodológicos y legales exigibles a los estudios de investigación con 
seres humanos, sus muestras o registros, que dicha modificación sea incorporada al estudio de 
investigación mencionado. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
NOTA: Se le recuerda que en el caso de que en este estudio se recluten pacientes, el equipo 
investigador debe tener disponible el Documento de Consentimiento Informado (Hojas de Información 
y Hojas de Firma)  tanto en galego como en castellano en el momento de comenzar el reclutamiento. 
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Y HACE CONSTAR QUE: 
 
1.- El Comité Territorial de Ética de la Investigación de Santiago-Lugo cumple tanto en su composición 
como en sus PNTs los requisitos legales vigentes. 

2.- La composición actual del Comité Territorial de Ética de la Investigación de Santiago-Lugo es: 

Vicepresidenta 
Pilar Rodríguez Ledo. Médico especialista en Medicina Familiar y Comunitaria. 
 
Secretaria 
Ana Estany Gestal. Licenciada en Farmacia. 
 
Vicesecretaria 
María Mercedes Rodicio García. Médico especialista en Pediatría. 
 
Vocales 
Lorenzo Armenteros del Olmo. Médico especialista en Medicina Familiar y Comunitaria. 
Beatriz Bernardez Ferrán. Farmacéutica especialista en Farmacia Hospitalaria 
Cristina Blanco Freire. Enfermera. 
Francisco Campos Pérez. Licenciado en Biología. 
Jesús Fernández Álvarez. Miembro lego.   
Ricardo García Martínez. Licenciado en Derecho. 
Eva Marcos Doldán. Analista-programadora. 
Jesús Prego Domínguez. Enfermero. 
Carlos Rodríguez Moreno. Médico especialista en Farmacología Clínica. 
Juan Manuel Vázquez Lago. Médico especialista en Medicina Preventiva y Salud Pública. 
 

 
 

 
Para que conste donde proceda, y a petición de quien proceda, en Santiago de Compostela, 

La Secretaria del Comité Territorial de Ética de la Investigación de Santiago Lugo, 
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9.2 PERMISOS PARA LA UTILIZACIÓN DE FIGURAS CON COPYRIGHT EN ESTA TESIS.  
Figura 5. Composición del disco intervertebral a nivel tisular y anatómico.  
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Figura 9. Discos intervertebrales procedentes de cadáveres seccionados en plano sagital medio./Figura 
13. Función de resistencia del agrecano y el colágeno en el disco intervertebral.  
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nervioso en la degeneración de disco intervertebral.   
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La degeneración de disco intervertebral (DDI), un trastorno patológico 

que causa dolor en la espalda o el cuello debido al deterioro de los discos 

vertebrales, es una enfermedad huérfana sin opciones terapéuticas 

efectivas. Esta tesis destaca la importancia de comprender los procesos 

subyacentes a la DDI y presenta un análisis detallado del perfil 

metabolómico y molecular de células de discos intervertebrales sanas y 

degeneradas. Se describe el papel del factor de transcripción ELF3 en la 

degeneración, revelando su aumento en respuesta a factores 

inflamatorios y su contribución a procesos catabólicos celulares. 

Además, se explora el potencial farmacológico de moléculas como el 

oleocanthal para regular la expresión de ELF3, destacando su potencial 

en el tratamiento de la inflamación y catabolismo en el disco 

intervertebral. 
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