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Estimado Editor, Se analizaron los perfiles de FA y la expresién de genes vasculares dentro de la FA utilizando el
avanzado 103Plataforma Genomics Visium. Para este analisis, se obtuvieron muestras

El disco intervertebral (DIV) es una estructura fibrocartilaginosa crucial que conecta las intraoperatorias de FA de pacientes con enfermedad de Hirayama.7Tincién con hematoxilina y
vértebras adyacentes. Desempefia un papel fundamental en el mantenimiento de la eosina (H&E) de muestras de AF de un paciente de 19 afios con enfermedad de Hirayama (
estabilidad espinal y la absorcién de la tensién mecénica. Cada disco se compone de tres Figura 1B) y mapeo de caracteristicas espaciales (Figura 1C) mostré que la region AF

partes: el nucleo pulposo interno (NP), el anillo fibroso externo (AF) y las placas terminales comprendia un total de 4991 puntos con una profundidad media de 481 583 lecturas, lo que
cartilaginosas superior e inferior (PCI). La degeneracién del DIV es una de las principales corresponde a una mediana de 6 genes por punto. Ademas, el analisis de incrustacién vecina

causas de diversos trastornos espinales, como la espondilosis cervical, la lumbalgiay la hernia  estocastica con distribucion t (tSNE) mostré que las células de la AF se categorizaban en 12
discal lumbar, todos los cuales conllevan una reduccién significativa de la calidad de vida de subgrupos.Figura 1D) En consonancia con los hallazgos de estudios anteriores,sEncontramos
los pacientes y suponen una carga econémica considerable. En China, la degeneracién del DIV altos niveles de expresion de los marcadores AF Col1a1 (Figura 1E), Comp (Figura 1F) y Sparc (
(DDIV) es la tercera enfermedad crénica mas comun, después de la hipertensién y la diabetes, Figura 1G) en especimenes AF.
lo que pone de relieve su amplio impacto en la salud publica.:

Los IVD adultos no degenerados carecen de un sistema vascular dentro de su estructura PRESENCIA DE VASOS LINEATICOS EN EL DIV

interna, es decir, carecen de vasos sanguineos y linfaticos.zEl aporte de nutrientes a estos Los tejidos de DIV obtenidos de pacientes con enfermedad de Hirayama se incluyeron en el

discos depende principalmente de la difusion desde los capilares hacia los CEP y las capas grupo control, mientras que los obtenidos de pacientes con espondilosis cervical se incluyeron

externas del AF. Este limitado intercambio de nutrientes restringe significativamente la en el grupo de DIV. Los genes marcadores linfaticos, la proteina homeobox 1 de Prospero

capacidad de autorreparacién y autorregeneracion de los DIV, haciéndolos mas vulnerables a (Prox1) (Figura TH), desmoplaquina (DSP) (Figura 11) y placoglobina de unién (UP) (Figura 1)

la degeneracion. La ausencia de sistemas vascular y linfatico en los DIV se considera un factor se detectaron en muestras de AF sanas (grupo de control).sLa tincién con H&E mostré que los

importante que contribuye a la patogénesis de la DDIV.: 1VD del grupo de control tenian una estructura compacta (Figura 1K), mientras que los del

Un sello distintivo de la IVDD es la formacién de microvasos dentro del tejido discal grupo IVDD tenian una estructura suelta y tendian a dispersarse facilmente cuando se

degenerado, particularmente en la FA.:Aunque el crecimiento de microvasos puede seccionaban (Figura 1L). Ademas, se detecté la expresion de proteinas relacionadas con los

proporcionar temporalmente un suministro compensatorio de nutrientes al disco, puede vasos linfaticos mediante tincién IHQ. Los resultados confirmaron la expresién del receptor de

exacerbar la infiltracién de células inflamatorias, intensificando la respuesta inflamatoria y hialuronano 1 endotelial de vasos linfaticos (LYVE1) y Prox1 en tejidos con AF.Figura 1M)

acelerando la degeneracién del disco.sLa razén del fracaso en la eliminacién de estas células Prox1 es un factor de transcripcion especifico que participa en el desarrollo de las células

sigue siendo desconocida en el contexto de la IVDD. endoteliales linfaticas (CLE). Induce la transformacién de las células endoteliales sanguineas a

Aungque se ha descrito ampliamente la presencia de vasos sanguineos en discos un fenotipo linfatico, lo que inicia el desarrollo temprano de las CLE. La tincién IHC de tejidos

degenerados, los estudios que investigan la presencia y la funcién de los vasos linfaticos en degenerados del DIV (grupo DDIV) mostré una expresién significativamente reducida de

los discos intervertebrales son relativamente limitados. Como componentes integrales del Prox1 y LYVE.Figura 1N). La tincién IHC de los IVD caudales de ratas jovenes (2 meses) y

sistema vascular, los vasos linfaticos son esenciales para mantener la homeostasis de los viejas (24 meses) mostré resultados consistentes (Figuras 1En particular, los niveles de

fluidos tisulares, eliminar los desechos metabdlicos y regular la respuesta inmunitaria. En expresion de Prox1 y DSP fueron mayores en ratas jovenes que en ratas viejas.
otros tejidos, se ha demostrado que la linfangiogénesis favorece la reparacién tisular al
facilitar la eliminacion del exceso de liquido intersticial y células inmunitarias. Por lo tanto, los

vasos linfaticos podrian desempefiar una funcién similar en el mantenimiento de la salud del ,
PRESENCIA DE VASOS SANGUINEOS EN EL DIV

El sistema vascular se comunica con el sistema linfatico, formando una intrincada
red. Por lo tanto, analizamos la expresién de genes vasculares en muestras de AF de
los grupos control y IVDD. Los resultados mostraron que el ligando 1 de la quimiocina
del motivo CXC (CXCL1) (Figura 1Q), receptor de quimiocina CXC 4 (CXCR4) (Figura 1R) y
el factor de crecimiento endotelial vascular A (VEGFA) (Figura 1S) se expresaron en
gran medida en el AF. La tincién IHC mostré que los marcadores vasculares CD31y
endomucina (EMCN) se expresaron en el AF (Figura 1T). Como se muestra enFigura 1U,
los niveles de expresién de CD31y EMCN aumentaron significativamente en los IVD
degenerados. Tincion IHC de IVD caudales de jévenes (Figura 1V) y envejecido (Figura 1
Las ratas W mostraron resultados consistentes. En particular, los niveles de expresién
de CXCL1 y VEGFA fueron mayores en ratas mayores que en ratas jévenes.

disco y la mitigacién de la degeneracién.s

En este estudio, demostramos la presencia de vasos linfaticos en el AF de discos sanos,
contradiciendo la creencia convencional de que los DIV adultos no degenerados carecen de
sistema vascular. Utilizamos analisis transcriptémico espacial, inmunohistoquimica (IHQ) e
inmunofluorescencia para evidenciar la presencia de vasos linfaticos en el AF. Ademas,
observamos que un aumento en el nimero de vasos sanguineos en discos degenerados
disminuyé significativamente el nimero de vasos linfaticos. Estos hallazgos sugieren que los
vasos linfaticos desempefian un papel crucial en la regulacién del metabolismo nutricional y el
microambiente inmunitario de los DIV, lo que ofrece nuevas perspectivas sobre los
mecanismos subyacentes a la progresién de la EDIV. En conjunto, los resultados de este
estudio sugieren que la regulacion del sistema linfatico constituye una estrategia terapéutica
prometedora para la EDIV.

DISMINUCION DEL NUMERO DE VASOS LINFATICOS EN DIV HUMANOS

CONSTRUCCION DE UN MAPA TRANSCRIPTOMICO ESPACIAL DEL DIV HUMANO DEGENERADOS

La resonancia magnética (RM) revel6 una alta intensidad de sefial en las imagenes Se utilizé tincién de inmunofluorescencia para examinar la estructura de los vasos linfaticos
ponderadas en T2 del disco cervical en pacientes con enfermedad de Hirayama, lo que indica en los tejidos de IVD en los grupos control y IVDD. Como se muestra enFigura 1X, los
que no hay degeneracion del disco (Figura 1A). Posteriormente, la transcriptémica espacial marcadores de los vasos linfaticos se marcaron con fluorescencia en los tejidos IVD de los
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Figura 1. Los vasos linfaticos alivian la inflamacion de los discos intervertebrales (A) Resonancia magnética cervical de un paciente con enfermedad de Hirayama. (B) Imagen de la laringe con tincién H&E. (C) Grafica de caracteristicas
espaciales de la laringe. (D) Gréficas tSNE de todas las células obtenidas mediante transcriptémica espacial de la laringe. (E-G) Gréficas de caracteristicas espaciales de los genes Col1a1 (E), Comp (F) y Sparc (G). (H-)) Gréficas de
caracteristicas espaciales de los genes Prox1 (H), DSP (I) y JUP ()). (K) Tincién H&E del IVD en pacientes con enfermedad de Hirayama. (L) Tincién H&E del IVD en pacientes con espondilosis cervical. (M) Imédgenes IHC representativas
de LYVE1 y Prox1 en una seccién de laringe sana humana. (N) Imagenes IHC representativas de LYVE1 y Prox1 en una seccion de laringe degenerada humana (izquierda). Analisis cuantitativo de los resultados IHC de LYVE1 y Prox1
para los dos grupos de IVD humanos (derecha). (O) Imagenes IHC representativas de Prox1y DSP en el AF de ratas de 2 meses. (P) Imagenes IHC representativas de Prox1y DSP en el AF de ratas de 24 meses (izquierda). Anélisis
cuantitativo de los resultados IHC de Prox1y DSP para los dos grupos de IVD de rata. (Q-S) Graficos de caracteristicas espaciales de los genes CXCL1 (Q), CXCR4 (R) y VEGFA (S). (T) Imagenes IHC representativas de CD31y EMCN en
una seccién de AF humana sana. (U) Imégenes IHC representativas de CD31y EMCN en una seccién de AF humana degenerada (izquierda). Andlisis cuantitativo de los resultados IHC de CD31y EMCN para los dos grupos de IVD
(derecha). (V) Imagenes IHC representativas de CXCL1 y VEGFA en
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Dos grupos presentaron estructuras tubulares en los tejidos. Sin embargo, en el grupo
con IVD, los niveles de expresién de Lyve1 y VEGFR3 disminuyeron, lo que sugiere una
reduccién en el nimero de vasos linfaticos. Los resultados del anélisis de
inmunofluorescencia validaron la presencia de vasos linfaticos tanto en IVD sanos
como degenerados.

CELULAS INFLAMATORIAS RECICLADAS POR LOS VASOS LINFATICOS EN EL DIV

La DDIV se caracteriza por el crecimiento de vasos sanguineos en el DIV. Las células
inflamatorias pueden migrar de los vasos sanguineos al DIV, provocando una
respuesta inflamatoria.10Se especula que una de las funciones de los vasos linfaticos
en el DIV es reciclar las células inflamatorias y atenuar la respuesta inflamatoria del
DIV. Se utilizé fluorescencia verde para marcar el marcador de vasos linfaticos LYVE1 y
fluorescencia roja para marcar el marcador de macréfagos CD68 para evaluar la
distribucion de células inflamatorias y vasos linfaticos en el DIV. Los tejidos sanos del
DIV presentaron varios vasos linfaticos y menos células inflamatorias, distribuidas
cerca de los vasos linfaticos.Figura 1Y), mientras que los tejidos degenerados del DIV
presentaban menos vasos linfaticos y una mayor cantidad de células inflamatorias.
Estas células podrian no haberse reciclado eficazmente, lo que provocé inflamacién en
los tejidos del DIV.

Los resultados mencionados sugieren que los DIV sanos tienen mas vasos linfaticos y
menos vasos sanguineos. Las células inflamatorias en estos DIV se reciclan eficazmente; por
lo tanto, el nivel de inflamacién es bajo. Sin embargo, los DIV degenerados tienen mas vasos
sanguineos, menos vasos linfaticos y una extensa infiltracién de células inflamatorias, lo que

provoca un aumento de la inflamacién.Figura 12).

LA SOBREEXPRESION DE PROX1 RETRASO LA PROGRESION DE LA IVDD EN
VIVO

Los resultados mencionados indican que los vasos linfaticos desempefian un papel
activo en la prevencién y el tratamiento de la EDIV. Para validar la funcién de los vasos
linfaticos.in vivo,Establecimos un modelo de rata de IVDD caudal mediante puncién
con aguja.3Posteriormente, se administré a estas ratas lentivirus (LV)-Prox1 con una
microjeringa para sobreexpresar el gen Prox1, abundante en los IVD sanos. La tincién
con hematoxilina y eosina (H&E) y safranina O/verde rapido mostré que la disposicién
del AF estaba desordenada, y el area del NP disminuyé o incluso desaparecié en los
IVD degenerados.Figura 11I). El tratamiento con LV-Prox1 preservé parte del NPy
restaurd en cierta medida la disposicion del AF, lo que disminuyd la puntuacién
histolégica del DIV. Estos resultados sugieren que promover la linfangiogénesis en el
DIV puede retrasar la progresién de la DDIV. La tincién IHQ mostré que la expresion de
Prox1 disminuyé en el AF degenerado en ratas con DDIV caudal. Sin embargo, el
tratamiento con LV-Prox1 revirtié esta disminucién.Figura 11I).

Este estudio presenta algunas limitaciones que deben reconocerse. En primer lugar, realizamos la
secuenciacién transcriptémica espacial Gnicamente en DIV humanos sanos; sin embargo, aiin quedan
por investigar los perfiles transcriptémicos espaciales de los DIV degenerados. En segundo lugar, solo
analizamos preliminarmente que los vasos linfaticos en los DIV pueden atenuar las respuestas
inflamatorias. Los estudios futuros deberian centrarse en otras funciones de los vasos linfaticos, como
el aporte de nutrientes. En tercer y tltimo lugar,in vivoLa validacién en este estudio sigue siendo

limitada y el papel de los vasos linfaticosin vivojustifica una mayor investigacién.

En conclusién, los perfiles transcriptémicos espaciales de los IVD humanos analizados en
este estudio proporcionan una referencia fundamental para investigar el sistema vascular y

CARTA

Sistemas linféticos en el disco intervertebral humano (DIV). Este estudio presenta evidencia
novedosa de la presencia de vasos linfaticos en el AF y destaca su posible papel en la
regulacién de la salud y la degeneracion discal. Los hallazgos de este estudio indican que el
sistema vascular desempefia un papel crucial en el DIV, lo que sugiere que tanto los vasos
sanguineos como los linfaticos influyen en la salud discal y constituyen prometedoras dianas
terapéuticas para el DIV.
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el AF de ratas de 2 meses de edad. (W) Imagenes IHC representativas de CXCL1 y VEGFA en el AF de ratas de 24 meses de edad (izquierda). Analisis cuantitativo de los resultados IHC de CXCL1y VEGFA para los
dos grupos de IVD de rata (derecha). (X) Los vasos linfaticos en los IVD se detectaron por inmunofluorescencia. LYVE1 se marcé con fluorescencia verde, VEGFR3 se marcé con fluorescencia roja y los nicleos se
tifieron de azul (izquierda). El nimero de vasos linfaticos en IVD normales y degenerativos se analizé estadisticamente (derecha). (Y) Detectar la distribucién de vasos linfaticos y macréfagos en los IVD mediante
inmunofluorescencia. LYVE1 se marcé con fluorescencia verde, CD68 se marcé con fluorescencia roja y los nucleos se tifieron de azul. (Z) En los IVD normales, los vasos linféaticos reciclan células inflamatorias y
alivian la respuesta inflamatoria de los IVD. En los DIV degenerativos, se observa un aumento en el nimero de vasos sanguineos y células inflamatorias infiltradas. (I) Tincién con hematoxilina y eosina (H&E) de
los DIV caudales de ratas (arriba). Tincién con safranina O/verde rapido de los DIV caudales de ratas (abajo). Puntuacién histolégica de los DIV caudales de ratas (derecha). (II) Imdgenes representativas de IHQ
de Prox1 en el labio leporino de ratas (izquierda). Analisis cuantitativo de los resultados de IHQ de Prox1 (derecha). (I'y II) Grupo simulado: DIV sin tratamiento. Grupo IVDD: El DIV se punciond con una aguija.

Grupo Lentivirus-NC: acupuntura +5metroL LV-NC. Grupo Lentivirus-Prox1: acupuntura+5metroL LV-Prox1.
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