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RESUMO

INTRODUGAO: A degeneragéo discal associada a dor lombar tem importante
impacto financeiro em nossa sociedade, tanto pelos custos em diagnéstico e
tratamento, quanto pela limitacdo laboral que gera. Seu tratamento € desafiador, e
na maioria das vezes nao visa controlar ou modular o processo degenerativo,
limitando-se a remover ou imobilizar a fonte da dor. O desenvolvimento de terapias
celulares busca preencher esta lacuna terapéutica e reduzir a agressividade dos
tratamentos cirurgicos atuais. OBJETIVOS: Analisar as alteragbes histologicas do
colageno no anulo fibroso apds lesdo experimental padronizada, e avaliar a
influéncia da injecdo de células mononucleares autologas sobre estas alteragdes.
METODOS: 32 coelhos New Zealand foram submetidos a puncdo dos discos
intervertebrais lombares seguida da injecéo intradiscal de células mononucleares
provenientes da crista iliaca versus inje¢ao de solugao salina nos seguintes periodos
de tempo: dois meses apos a lesdo (CT2M e SS2M), duas semanas (CT2S e SS2S),
imediatamente apos a leséao (CTCP e SSCP) e sem induzir a degeneracéo (CTSP e
SSSP). Apos dois meses da intervengao proposta para cada grupo, os animais
foram submetidos a eutanasia e as alteragdes do colageno nos discos intervertebrais
avaliadas histologicamente no anulo fibroso como um todo (AF) e separadamente
em suas camadas: A camada externa do anulo fibroso (CEAF) e a camada interna
do anulo fibroso (CIAF). Vinte e seis coelhos (seis 6bitos) com 72 discos intervengéo
e 115 discos controle foram analisados. RESULTADOS: Quando comparamos 0s
grupos de CT aos seus pares de SS notamos que no AF houve diferenga
estatisticamente significante entre os grupos CT2S e SS2S (p=0,025). Esta diferenca
decorreu de um aumento do colageno do tipo | no grupo SS2S (76,1%) comparado
ao CT2S (53,32%). Analisando as camadas separadamente na CEAF houve
diferenca estatisticamente significante entre os grupos CT2S e SS2S (p=0,018).
Novamente, esta diferenga decorreu de um aumento do colageno do tipo | no grupo
SS2S (56,7%) comparado ao CT2S (13,28%). Na CIAF ndo houve diferenca
estatisticamente significante entre os grupos. CONCLUSAO: O colageno do tipo Ill é
comum no anulo fibroso e é mais abundante na CEAF do que o colageno do tipo I. A
diminui¢do do colageno do tipo Il associada ao aumento de colageno do tipo | na
CEAF sao fatores determinantes de degeneracéao discal. O procedimento de injegcéo
de células mononucleares € seguro, reprodutivel e é capaz de reduzir as alteracdes
na distribuicdo do colageno do tipo | e Ill no AF de discos degenerados se aplicado
até 2 semanas apods a indugao da degeneracao.

Palavras-chave: Colageno. Disco intervertebral. Terapia celular. Histologia. Coelho.



ABSTRACT

INTRODUCTION: Lumbar disc degeneration and its related low back pain have
significant financial impact on our society, both the costs in diagnosis and treatment,
as the labor limitation it generates. Treatment is challenging, and most often does not
seek to control or modulate the degenerative process, merely to remove or
immobilize the source of the pain. The development of cell therapies seeks to fill this
treatment gap and reduce the aggressiveness of current surgical treatments.
OBJECTIVES: To evaluate the histological changes of collagen in the anulus
fibrosus after patterned experimental injury and evaluate the influence of autologous
mononuclear cells injection on these. METHODS: 32 New Zealand rabbits were
subjected to lumbar intervertebral disc puncture followed by intradisc injection of
mononuclear cells from iliac crest versus saline injection in the following time periods:
two months after injury (CT2M and SS2M), two weeks (CT2S and SS2S),
immediately after injury (CTCP and SSCP) and without inducing degeneration (CTSP
and SSSP). After two months of cell therapy the animals were euthanized and
collagen changes in the intervertebral discs evaluated histologically in the fibrous
annulus as a whole (AF) and separately in its layers: The outer layer of fibrous
annulus (CEAF) and the inner layer the fibrous annulus (CIAF). Twenty-six rabbits
(six deaths) with 72 disks intervention and 115 control records were analyzed.
RESULTS: Comparing the CT groups to their SS peers, we noted that into AF there
was a statistically significant difference between the CT2S and SS2S groups (p =
0.025). This difference was due to an increase in type | collagen in SS2S group
(76.1%) compared to CT2S (53.32%). Analyzing the layers separately in CEAF there
was a statistically significant difference between the CT2S and SS2S groups (p =
0.018). Again, this difference resulted from an increase in type | collagen in SS2S
group (56.7%) compared to CT2S (13.28%). In CIAF there was no statistically
significant difference between groups. CONCLUSION: Collagen Type Il is common
in the fibrous annulus and it is more abundant in CEAF than collagen type |. The
reduction of type Ill associated with increased collagen type | collagen in CEAF are
determining factors of disc degeneration. The mononuclear cell injection procedure is
safe, reproducible and it is capable of reducing changes in collagen type | and lll
distribution of degenerated discs AF if applied up to 2 weeks after the induction of
degeneration.

Key-words: Collagen. Intervertebral disc. Cell and Tissue-Based Therapy. Histology.
Rabbit.
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1 INTRODUGAO

A degeneracdo discal faz parte do processo de envelhecimento e
compreende a perda das caracteristicas estruturais, biolégicas e bioquimicas do
disco intervertebral (DIV) (1). Caracteriza-se pela apresentagdo de células
disfuncionais e um decréscimo dos seus componentes intracelulares, levando a
perda gradual de fluido intradiscal (2). Isto acarreta uma desidratacdo discal que
inclui uma cascata de fatores que podem levar a sintomas e limitagdo funcional. O
principal sintoma da degeneracéo discal sintomatica é a dor lombar crénica (3).

A etiologia da degeneragédo discal € multifatorial e tanto fatores ambientais
quanto constitucionais exercem papéis com variaveis graus de importancia (4).
Fatores como esforgo fisico, ma postura, obesidade, ocupacédo, cigarro, alcool e
diabetes estao envolvidos na etiologia da degeneragao discal sintomatica (5).

Dados de estudos recentes apontam que a degeneracdo discal é
praticamente onipresente e, aumenta com a idade, com a prevaléncia de 70% na
faixa etaria até 50 anos, e mais de 90% naqueles com idade superior a 50 anos (6).
A dor lombar é a segunda maior causa de consulta médica nos Estados Unidos. Em
todo o mundo, cerca de 60 a 80% das pessoas terdo dor lombar durante a vida. Ela
acomete principalmente individuos entre a terceira e quinta décadas de vida (7) -
parcela que representa a maior parte da populagcdo economicamente ativa das
sociedades, gerando diversas consequéncias sociais.

Segundo dados americanos, 20 bilhdes de dolares ao ano sdo gastos em
custos diretos para tratamento da dor lombar crénica; somados as despesas
indiretas, esse valor ultrapassa os 100 bilhdes de ddlares (8). A dor lombar e a dor
cervical sdo a primeira e a quarta causas, respectivamente, de invalidez nos Estados
Unidos (9).

Quanto a patogénese da degeneragao discal, acredita-se que o nucleo
pulposo (NP) é requerido na geragao e manutengédo da integridade estrutural do
disco e é a primeira estrutura a ser afetada durante a degeneracdo. Sua
degeneragao esta caracterizada por um desequilibrio gerido por suas células, na
proporcao de sintese e degradacdo de sua matriz (10). Em uma visédo geral, estas
mudang¢as da matriz levam a uma reducdo da pressdo osmotica, diminuicado da
hidratagdo, e finalmente disfungdo mecanica. Eventualmente o NP perde sua

habilidade de distribuir as forcas compressivas entre os discos vertebrais, que sao
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transferidas de uma maneira ndo uniforme ao anulo fibroso (AF) gerando areas de
aumento de pressao e risco de micro-trauma. Estas alteragdes na distribuicdo de
forgcas e micro-traumas resultam em lesées no AF e culminam com perda da altura
do disco (11). Nos estagios avangados da degeneragao, o NP pode extravasar pelo
AF gerando uma hérnia discal. O processo de reparagdo, na maioria das vezes
insuficiente, cursa com inflamacé&o, neovascularizacéo e proliferacdo de terminacdes
nervosas, todos esses associados a dor lombar (12). A degeneragao do DIV nao
impacta apenas em seu tecido, mas também nas estruturas anatémicas ao seu redor
como as facetas, raizes nervosas, musculos e ligamentos levando a dor lombar (13).

A fim de amenizar esse quadro alarmante, diversas estratégias terapéuticas
tém sido tentadas, incluindo desde modalidades nao invasivas - como medicagao
antinflamatéria e fisioterapia - até procedimentos cirurgicos, como artrodese, terapia
intradiscal eletrotérmica e substituicdo total do disco (7). Entretanto, todos esses
meétodos apresentam eficacia limitada por ndo gerarem melhoras expressivas nem
provocarem uma volta ao estado ndo patoldgico do disco e estruturas adjacentes.
Isso ocorre porque 0s meios terapéuticos atuais direcionam-se ao tratamento dos
sintomas e ndo a interrupg¢ao e/ou recuperagéo do processo degenerativo (7). Como
alternativas de aplicagdo de novas tecnologias, diversos modelos biolégicos de
tratamento tém sido propostos. Através do uso de elementos celulares, propde-se a
atuacao direta na modulagado do processo degenerativo, por meio da introducéo de
células potencialmente capazes de reconstruir o tecido lesado (14), permitindo que o
processo de envelhecimento ocorra de modo gradual e com sintomas reduzidos ou
ausentes.

Ao analisarmos detalhadamente os modelos experimentais atuais para terapia
celular em discos intervertebrais apresentam falta de uniformidade dos
procedimentos e auséncia de dados. Além disso, sdo escassos os estudos que
objetivam a investigagao do potencial efeito terapéutico das células-tronco autélogas
mononucleares. Sendo assim, a partir de um modelo animal previamente estudado e
validado nessa Instituicdo de Ensino (15), pretende-se verificar o possivel potencial
terapéutico das células-tronco mononucleares na Doenga Degenerativa Discal.
Partindo-se do pressuposto de que cerca de 0,01% a 0,05% do aspirado da medula
0ssea é composto de células tronco mesenquimais (CTM) (16) e que, o transplante
de células mononucleares n&do necessita obrigatoriamente de cultura celular —

simplificando o processo —, busca-se uma possivel alteragdo no desenvolvimento
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patofisiologico através da terapéutica celular autéloga sem replicagdo celular e
provaveis modificacdes das caracteristicas celulares que ocorreriam através do meio
de cultura. Além disso, através desse projeto de pesquisa, aborda-se o tempo ideal
para transplante celular apds a indugao de degeneracgéao discal, analisando em série

e em diferentes grupos.
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2 OBJETIVOS

Sao objetivos desta pesquisa:

a) analisar as alteragdes histolégicas do colageno no anulo fibroso do disco
intervertebral apos lesdo experimental;

b) avaliar a influéncia da injegdo de células mononucleares autélogas sobre

estas alteracoes.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 ANATOMIA

O DIV humano ¢é uma estrutura articular muito complexa que,
macroscopicamente, pode ser dividida em trés componentes distintos: 1) O NP
representando a massa homogénea gelatinosa localizada no centro do disco; 2) O
AF consistindo das camadas de fibras de colageno concéntricas que circundam o
NP e; 3) as placas vertebrais (PV) que separam o NP e AF das vértebras adjacentes
(17).

O DIV é considerado o maior tecido avascular do corpo humano, o que € um
fator determinante em suas fungbes metabdlicas. A principal fonte de nutricdo do
disco provém da pobre vascularizagao através da PV e, por isso, ele apresenta uma

adaptac&o anaerdbica de seu metabolismo devido a sua baixa oxigenacao (18).

3.2 HISTOLOGIA DO DISCO INTERVERTEBRAL NORMAL E DEGENERADO

E de suma importancia para os objetivos deste projeto o entendimento da
degeneracgao discal macroscopicamente e, principalmente, ao nivel histolégico,

enfatizando o papel do colageno neste processo.

3.2.1 O Disco Normal

O DIV de um adulto consiste de uma grande quantidade de matriz extracelular
com uma pequena quantidade de células que correspondem a aproximadamente 1%
do seu volume. Estas células parecem ser parte de duas populacdes fenotipicas
diferentes (19): as células do AF e da PV sdo mais alongadas e se parecem com
fibroblastos, enquanto as do NP sdo mais arredondadas ou ovaladas e parecem
mais com condrécitos, podendo apresentar uma capsula ao seu redor (20). Estas
duas populacdées comportam-se de maneira distinta, tanto na maneira como
respondem a cargas aplicadas a elas quanto na matriz molecular que sintetizam
quando crescem em culturas. As células do NP geralmente produzem apenas
colageno do tipo Il enquanto as células do AF produzem colageno do tipo | e do tipo
I1(19).
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Os discos humanos tém entre 15 e 25 lamelas no anulo. No inicio da vida
humana elas aparecem como discretas bandas de fibras de colageno. No entanto,
com o passar dos anos, elas aumentam sua complexidade com mais bifurcagdes e
interdigitacbes, e cada lamela aumenta em largura. Sob a perspectiva da luz
polarizada, podemos observar claramente a orientacdo das bandas de colageno
(21).

A analise bioquimica do disco pode identificar os componentes moleculares e,
de uma maneira grosseira, quantifica-los. No entanto, existe uma grande variagao na
distribuicado de muitos desses componentes de acordo com a localizagado do disco e
a extensdao de cada um sO torna-se aparente com técnicas histoquimicas,
imunohistoquimicas ou de microscopia eletrénica. A elastina constitui apenas 2% do
peso de um AF seco, sugerindo que ndo seja 0 seu maior componente isolado. No
entanto, ela pode contribuir muito no funcionamento do disco por causa de sua
localizacdo especifica discreta no disco normal, basicamente entre as lamelas, com
poucas fibras cruzando perpendicularmente (22).

Varios tipos de colageno demonstram preferéncia de localizagdo em certos
lugares do DIV. Os colagenos do tipo lll e VI sdo encontrados predominantemente
proximos das células discais, isso parece refletir sua func&o no disco (23,24).

Nervos e vasos sanguineos tém presencga limitada nos discos de adultos
sadios, estando restritos aos poucos milimetros externos do AF. Um pequeno
numero de mecanorreceptores também esta presente, mais comumente com uma
morfologia de complexos de Golgi e alguns receptores de Ruffini e ainda, raros

corpusculos de Pacini (25).

3.2.2 O Disco Degenerado

A maioria das mudancgas relacionadas a idade na PV e no DIV ocorrem ao
final da primeira década de vida. Mesmo antes disso, nos primeiros 2 anos de vida,
algumas mudancgas microscopicas sao vistas, incluindo diminuicdo da proliferacéo
das células do NP, formacdo de fissuras, alteracbes na densidade celular e
degeneragao da matriz na PV (17). Isso coincide ou pode resultar da diminuigdo de
vasos sanguineos no AF, nas vertebras e nas PVs. O numero de vasos sanguineos
que perfuram o osso e as PVs diminue drasticamente entre o sexto e o trigésimo

meses de vida (26).
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Boos descreveu essas mudangas progressivas em detalhes e criou um
sistema de classificagdo. As mudangas incluem um aumento no numero e extenséo
das fissuras e lesdes, presenga de material granular e neovascularizagao do aspecto
externo do AF (17). Proliferagéo celular, formagao de “cluster’” e aumento da morte
celular também ocorrem (27), possivelmente por apoptose e necrose (28). A perda
de demarcacao entre o anulo e o nucleo também aumenta com a idade, a partir da
segunda década. Outras lesdes da PV incluindo fraturas, afinamento, alteracdo da
densidade celular, microfraturas no osso subcondral adjacente e esclerose Ossea
também ocorrem com o envelhecimento. Essas mudancas da PV precedem as do
NP, com alteragbes no AF (particularmente na regido externa).

Ainda que a degeneragao nao seja completamente compreendida, € sabido
que ela é gerida por células. No nivel celular existe uma mudanga no numero de
células que inicialmente aumentam (possivelmente na tentativa de regenerar o
tecido) e depois diminuem, respectivamente nas fases iniciais e tardias dos estagios
de degeneracgao (29).

Também sao vistas mudangas ao nivel molecular, existe um aumento de
citocinas pro-inflamatorias, incluindo interleucina (IL)-1p, -6, fator de necrose tumoral
(FNT)-a e prostaglandina E2 produzidas pelas células discais (30,31). Isto acontece
sem um contrabalango de antagonistas de citocinas e leva a aumento da resposta
inflamatoria e catabolismo da matriz (32). Este aumento de citocinas estimula a
expressdao de enzimas degradadoras de matriz, conhecidas por matriz
metaloproteinases (MMPS), desintegrinas e metaloproteinases com modificadores
de trombospondina (MPSTs). Expressao aumentada de MMPS -1,-3,-7,-9,-10 (33), -
13, e MPSTs -14,-59, e -15 tem sido descritas na degeneracdao do DIV,
predominantemente no NP (30). Crucialmente, este aumento na expressao de
enzimas degradadoras ocorre sem um aumento concomitante de seus inibidores
enddgenos, inibidor tecidual de metaloproteinases (ITMPS), resultando em niveis
elevados de enzimas ativadas que degradam os componentes da matriz
extracelular. Ao lado dessas mudancas catabdlicas, o excesso de citocinas dentro
do disco, particularmente IL-1, altera a expressao de genes anabdlicos e proteinas
da matriz (30). Isto inclui a diminuicdo da sintese de agrecans no NP e a mudanca
na expressao do colageno de tipo Il para tipo | (30). Esta mudanga na composi¢ao
da matriz, em particular a perda de agrecan, resulta em redugdo da osmolaridade,

levando a desidratagdo do NP (34). Assim que a presséao hidrostatica dentro do NP é



20

perdida, ocorre uma distribuicdo anormal de cargas com grande carga sobre o AF
(35). Estes acometimentos estruturais e mecanicos podem potencialmente levar a
micro-traumas e herniagao do tecido do NP através do AF lesado (36).

Diferentes tipos de moléculas estruturais da matriz podem ser produzidos
como o colageno do tipo I, Ill, VI e X, elastina, fibronectina, amiloide, ou sua
distribuicdo pode ser alterada (22,23,37-39). Os glicosaminoglicanos (GAG) estéo
reduzidos na degeneracéao discal como foi demonstrado por coloragdo com corantes
metacromaticos (ex. toluidina). O NP transforma-se de uma estrutura gelatinosa para
uma textura mais fibrosa. A relagdo proteoglicanos/colageno (mensurada pela
relacdo GAG/hidroxiprolina) é maior em paciente com discos Grau Il de Thompson
(23:1) e menor naqueles discos Thompson Grau IV (5:1) (40).

Com o avanco da degeneragdao, mudangas na matriz estrutural incluindo
desorganizacgao e fissuras lamelares figuram nos discos degenerados assim como o
neocrescimento de vasos sanguineos e fibras nervosas nocioceptivas dentro de um
disco normalmente avascular através do AF em diregdo ao NP, permitindo
respectivamente a infiltracdo de células imunes e resultando em dor (3,12,41,42).

Uma vez que essas mudancas sdo similares as que ocorrem com O
envelhecimento, existe uma dificuldade em diferenciar a degeneracdo discal que
ocorre fisiologicamente no envelhecimento da degeneragdo que ocorre como
processo patologico (17).

Parte dos pesquisadores sugerem que essas mudangas morbidas sé&o
simplesmente a aparicdo precoce do processo de envelhecimento provocados pela
tensdo funcional severa, sendo que nenhuma alteragdo morfoldgica microscépica
pode ser identificada exclusivamente na degeneragcdo ou no processo natural de
envelhecimento (43). J& macroscopicamente, a redugao na altura do disco pode

figurar apenas no disco degenerado e n&o no envelhecido (44).

3.2.3 O Colageno na Degeneragao Discal

Pouco sabe-se sobre a variagdo do colageno no envelhecimento natural e na
degeneracgao discal. O disco degenerado apresenta mais colageno em detrimento de
proteoglicanos. O Colageno tipo | € mais frequente no NP de idosos o que sugere
tecido cicatricial. Ja o colageno do tipo Il diminui na PV com o envelhecimento (45).

Usando imunocoloragéo para acido ribonucleico mensageiro (ARN-m) de colageno
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tipo Il em um modelo de coelhos, Takaishi et al, demonstrou um aumento da
expressao do colageno tipo Il na regido onde foi induzido a herniagao discal a partir
da 4 semana da indugao da degeneracgao. O autor sugere que o colageno do tipo Il
esta ligado com o processo de regeneracao discal aparece no AF quando este é
rompido (46).

Colunas com doengas deformantes como escoliose e cifose apresentam
maiores mudangas no processo de “turn over’” do colageno em diferentes
localizagbes dos discos. Ocorre uma mudanga no tipo de colageno produzido. O
colageno do tipo | estda mais presente enquanto colagenos do tipo Ill, VI, IX e X
estdo menos presentes que o usual. A remodelacdo grosseira das bandas de
colagenos das lamelas anulares também ocorrem. A rede de fibras elasticas, que é
organizada entre as lamelas no disco normal € muito esparsa e desorganizada nos

discos escolioticos (22).

3.2.4 Avaliagao do Colageno na Degeneracao Discal

Na tentativa de entender histologicamente o papel do colageno no disco sadio
e degenerado, dois métodos destacam-se na literatura, a avaliagéo
imunohistoquimica e a coloragao por sirius red.

Na avaliagao por imunohistoquimica as células sdo marcadas por um ou mais
anticorpos que identifique a célula, estrutura ou molécula que deseja-se estudar.
Esta avaliacdo tem como vantagem principal a especificidade, no entanto ainda é
um método caro.

O sirius red foi introduzido a técnica histolégica em 1964, na tentativa de
substituir o método de Van Gienson para corar definitivamente o colageno (47).
Quatro anos mais tarde, verificou-se que sua coloragdo aumentava a birrefringéncia
das fibras de colageno (48). Ainda que outros métodos como o de Van Gienson,
Mallory e Masson fossem capazes de corar o colageno e diferencia-lo das fibras
musculares, os tipos de colageno ndo podem ser distinguidos por estas técnicas
(49).

O colageno quando em contato com o sirius red tem sua birrefringéncia
aumentada e, de acordo com a grossura da fibra e sua organizagéo, € possivel
identificar os tipos de colageno pela cor e padrao de distribuicdo. Desta maneira, o

colageno do tipo | forma fibras largas, composto de fibrilas largas justapostas e,
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consequentemente, apresentam intensa birrefringéncia nas cores amarelo brilhante,
alaranjado ou vermelho. O colageno do tipo Il forma fina fibras composta de fibrilas
finas dispostas frouxamente o que confere-lhe uma fraca birrefringéncia da cor
verde. O colageno do tipo Il ndo forma fibras e suas fibrilas muito finas sao dispostas
como uma malha solta que interage com a substancia de seu substrato. Este contato
fisico apresenta uma fraca birrefringéncia, que varia de acordo com o substrato, do

amarelo palido, ao marrom ou azul (49,50).

3.3 MODELOS DE ESTUDO DA DEGENERAGCAO DISCAL

Com o intuito de investigar a evolucdo da degeneracdo discal e o seu
tratamento, necessitamos de um modelo de pesquisa adequado. Como opgdes,
destacam-se os modelos celulares e animais, sendo que os primeiros, baseados em
microssistemas, mostram-se validos apenas para investigacbes de curto-prazo
devido ao decréscimo da qualidade e viabilidade celulares significativas e tempo-
dependentes (51).

O primeiro modelo animal de degeneracéo discal foi introduzido em 1948 (52),
usando uma agulha tipo scapel para perfurar o disco durante a cirurgia, resultando
em degeneracgao discal.

Desde entdo, varios métodos tém sido explorados e alguns fatores chave
foram propostos para produzir um modelo animal ideal para a degeneracgao discal. O
modelo animal deve ser facilmente obtido e de baixo custo de realizagcdo. O disco
precisa ser facilmente abordado cirurgicamente e ter o tamanho adequado. A
degeneracgao deve ocorrer de maneira continua e previsivel (53).

Idealmente, um modelo de degeneracdo discal deve ser clinicamente
aplicavel, progressivo e reprodutivel, usar um animal pequeno e ser detectavel pelos
métodos convencionais de imagem dentro de um més (54).

Dentre o que ja foi realizado, diversas maneiras de induzir a degeneragao tém
sido propostas. Varios modelos foram utilizados até o0 momento como a nucleotomia
(55-58), aspiragéo do NP (59-61), carga axial (62), e a pungao por agulha direta (63-
66) ou percutanea com auxilio de fluoroscopia (67,68). Outros autores fizeram a
associagcao de mais de um destes métodos (69-73). Outra maneira € a indugéo

quimica com condroitinase (74).
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Como podemos notar, grande parte dos investigadores tém usado modelos
animais, induzindo o processo degenerativo a partir da pun¢do do DIV por uma
agulha e realizando o seguimento periddico apos o teste terapéutico celular nos
discos degenerados. Embora se tenha conhecimento de que esse método € incapaz
de reproduzir identicamente o que ocorre no ser humano, consideram-se as

pequenas diferengas e procura-se compensa-las, havendo validade cientifica (51).

3.4 TRATAMENTOS ATUAIS DA DEGENERACAO DISCAL

Até a introdugao de estratégias de tratamentos que visassem a regeneracgao
discal, as opg¢des no tratamento da degeneracao discal restringiam-se a opgdes que
visam tratar os sintomas causados pela patologia. Dentro dessas opg¢des o

tratamento pode ser conservador ou cirurgico.

3.4.1 Tratamento conservador e cirurgico

Aproximadamente 90% dos individuos com dor lombar baixa evoluira com
melhora dos sintomas dentro de 3 meses, com ou sem tratamento. Por isso, todos
os pacientes com dor lombar sem sinais de emergéncia neurologica devem ser
tratado inicialmente sem cirurgia (75). Sendo assim, a primeira abordagem da dor
lombar baixa é o alivio da dor em curto prazo, usando anti-inflamatérios nao
esteroidais (AINES) (76). As evidéncias atuais sugerem que nao ha diferengas entre
as diferentes classes de AINES, e a eficiéncia dos inibidores da ciclo-oxigenase
(COX)-1 e COX-2 seletivos € a mesma (75).

Ainda que comumente prescritos, alguns autores acreditam que os opidides
devem ser evitados no tratamento a longo prazo da dor lombar baixa (77). Até a
presente data ndo temos estudos controlados randomizados utilizando opidides com
mais de 4 meses de acompanhamento. As chances dos pacientes desenvolverem
tolerancia ou dependéncia ao medicamento podem chegar a 50%. Eles podem ter
um papel no tratamento da dor aguda por poucos dias, mas nao ha evidencias de
que sao capazes de devolver os pacientes a sua fungao laboral (78,79).

A literatura € controversa quanto ao uso de outros medicamentos. Existe uma
fraca evidéncia para o uso de tramadol (melhor que o placebo) (80). Nao existem

fortes evidéncias para o uso de antidepressivos triciclicos (81).
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Outras opgdes de tratamentos conservadores incluem fisioterapia e exercicios
terapéuticos funcionais, que objetivam a melhora da postura e movimentagdo da
coluna. O paciente deve ser aconselhado a manter-se ativo e evitar ficar restrito ao
leito. O comprometimento do paciente com o tratamento fisioterapico é de suma
importancia no sucesso do tratamento (82). O fortalecimento dos musculos do “core”
parece ter efeito benéfico na sintomatologia da degeneragéo discal, sendo que os
exercicios em extensdo tém melhores resultados a curto prazo. O tratamento
fisioterapico funcional melhora a fungao do paciente (83).

Quando o tratamento conservador ndo surte efeito, outras medidas mais
invasivas tém sido usadas como as inje¢gdes de corticosteroides e anestésicos
diretamente na regido da dor, ainda que o sucesso destas terapias permaneca
questionavel (84). A literatura contemporanea sugere que nao existem evidéncias
que suportem o uso de corticosteroides sistémicos orais ou a sua inje¢cado epidural
(75,85). As injecbes epidurais sédo efetivas no alivio da dor a curto prazo, sendo
importantes no arsenal do diagndstico diferencial, mas sao incapazes de restaurar a
funcao discal e a cura dos sintomas a longo prazo (86).

Intervengéo cirurgica € considerada quando alternativas menos invasivas
falharam em aliviar a dor. A artrodese de coluna € o procedimento mais comum (87-
89). Ainda que a dor imediata melhore, este procedimento pode causar diminuigao
na mobilidade da coluna e degeneragdao de segmentos adjacentes (90). Além da
fusdo vertebral, o uso de discos protéticos incluindo Charite (91), ProDisc (92) e
Flexicore (93) estdo em estudo, e os dados atuais sugerem beneficios com seu
emprego. Ainda assim, muitas desvantagens permanecem como a degeneracao de
discos adjacentes, ainda que sua incidéncia seja menor que na artrodese (9.2% e
28,6% para protese e artrodese respectivamente) (94). Aliado a isso, os discos
podem tornar-se instaveis sofrer desgaste, aumentando o risco de dano medular e

inflamacéao induzida por particulas (36).

3.4.2 Tratamento com terapias regenerativas

Dado a pobreza de resultados a longo prazo dos tratamentos atuais, existe
uma necessidade crescente para novas opg¢des no manejo da degeneracao discal
sintomatica. Terapias bioldgicas e celulares tém sido desenvolvidas com o objetivo

de prover um tratamento alternativo no arsenal terapéutico. Os pré-requisitos para
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estes tipos de tratamento sdo a existéncia de um grupo de células viaveis no disco e
tecidos ao redor (nichos) e condi¢gdes nutricionais apropriadas para manter sua
funcao (95).

Além das células dentro do disco existem alguns nichos de células
progenitoras ao redor dele e pode ser recrutadas para o reparo tecidual. Um desses
nichos € a interface ligamento-anulo e o pericondrio. Essa migragao parece ocorrer
pelo marcador pericondrocitico Fator de Crescimento e Diferenciagdo 5 (FCD-5)
(96).

Tecidos com alta capacidade de regeneragcdo tem sua principal fonte de
células tronco (CT) através do sistema vascular e medula 6ssea (97-99). No DIV
esse recrutamento € dificultado pela natureza avascular do tecido. Esta
caracteristica do disco, torna irreprodutivel o procedimento de microfraturas, como o
que é realizado atualmente em lesdes condrais no joelho (100).

Alguns estudos sugerem que isoladamente a citocina inflamatéria 5 (CCI-5)
pode ser a molécula sinalizadora primaria da degeneragado discal, recrutamento
celular, inflamacgao e dor discogénica (101,102).

Neste espectro, o uso de fatores de crescimento tem sido explorado no
tratamento da degeneragéo discal. Estudos in vitro em animais e humanos e in vivo
em animais tém demonstrado beneficios com uso de fator transformador de
crescimento beta (FTC-B), fator de crescimento semelhante a insulina do tipo 1 (FCI-
1), FCD-5, fator de crescimento epitelial tipo 1 (FCE-1) e proteina éssea morfogénica
(POM)-2,-7,-12 (96,103—-110). No entanto, existem limitagbes no emprego destes
tratamentos, uma vez que necessitam da presencga de células residentes sadias e
com bom funcionamento, as quais tém-se mostrado reduzirem em numero e
alterarem seu fendtipo durante a progressao da degeneracao (28). Outro problema é
a baixa meia vida destes fatores que pode gerar a necessidade de multiplas inje¢des
(111). Além do mais, a adicdo de fatores de crescimento dentro de um disco
degenerado tem o potencial de aumentar a atividade metabdlica das células do
disco, levando a um aumento do consumo de metabdlitos e producdo de produtos
de degradacdo, potencialmente exacerbando os problemas associados a
degeneracgao do DIV (112). Alguns estudos mostram aumento de reagao inflamatéria
e aceleragao do processo degenerativo com injecbes de POM-2, FCD-5 e FCI-1
(96,113).
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O Plasma rico em plaquetas (PRP) e o lisato plaquetario (PL) tém sido
amplamente estudado na ortopedia. In Vitro, PRP e PL, tem demonstrado aumento
na proliferagcdo celular e sintese de matriz extracelular em células do AF e NP
(114,115). Além disso, foi demonstrado que o PRP suprimiu citocinas induzidas por
mediadores inflamatdrios e metaloproteinases, enquanto restaurou os niveis de

expressao genica de matriz proteica em células do NP humano (116).

3.5 TIPOS DE TERAPIAS CELULARES PARA REGENERAGAO DISCAL

Células-tronco sao definidas como células ndo especializadas capazes de
criarem linhas “imortais” (auto-renovacao) e de se diferenciarem em tecidos
especializados; sendo que, nos ultimos anos, suas propriedades e fungbes tém sido
largamente estudadas quanto a embriogénese dos organismos vivos, ao cancer, a
cicatrizacdo tecidual e a regeneragdo (117). A descoberta das células-tronco
desencadeou um importante impulso de desenvolvimento ao campo da medicina
regenerativa e seu potencial terapéutico no tratamento da degeneragao discal tem
gerado grande interesse clinico, devido, principalmente, ao expressivo numero de
pacientes atingidos pela dor lombar devido a degeneragao discal, somados aos
avangos nas técnicas cirurgicas minimamente invasivas de cirurgia da coluna,
constituindo uma associacdo que pode produzir melhorias significativas as atuais
ferramentas limitadas para o tratamento da doenca discal (118).

A investigagdo e manipulacdo das células-troncos com fins terapéuticos,
entretanto, apresentam desafios celulares e moleculares complexos, iniciando com a
definicdo da metodologia que confiadamente produza células bem caracterizadas e
viaveis para o transplante. Deve-se ter em mente que, embora, aparentemente, seja
visto como um processo simples, depois de implantadas, as células-tronco precisam
sobreviver, replicar e desenvolver suas fungdes fisioldgicas normais em um
ambiente hostil e metabolicamente alterado, que corresponde ao interior do DIV (51).
Alguns pontos se destacam como obstaculos a serem vencidos na aplicagdo da
terapia celular para a degeneragao discal, devendo-se definir exatamente a melhor
opcao em relacao aos futuros resultados.

Quanto a fonte de células, ha diversas opcbes em estudo, destacando-se:
corddao umbilical, embrides, o proprio DIV, tecido adiposo e a medula 6ssea. Essa

ultima vem-se apresentando vantajosa frente as outras, uma vez que oferece
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diversos beneficios, principalmente em relagdo ao fato de que as células retiradas
s&o mais facilmente isoladas do que as provenientes de outras fontes (119).

Em sequéncia, outro ponto de fundamental importancia corresponde ao tipo
celular utilizado. De acordo com a literatura atual, as CTM vém demonstrando um
efeito terapéutico na reparagdo tecidual funcional (120). Quanto a aplicacdo na
degeneragao discal, alguns autores consideram-na como o tipo ideal, visto que
podem ser obtidas de diferentes fontes autdlogas (medula-6ssea e tecido adiposo),
podem ser cultivadas e posteriormente isoladas, sem desencadeamento de resposta
imunoldgica (121), possibilitam facil expansao em cultura a fim de obter-se o numero
adequado de células para o transplante celular, e, além disso, parecem apresentar
um potencial melhor para sobreviver nas condigcbes ambientais do DIV e produzir
quantidades significativas de matriz (51). Em contrapartida, alguns autores sugerem
que as CTM necessitam, anteriormente ao transplante, de um periodo de cultivo
celular que ocorre pela utilizacdo de meios e fatores de crescimento, capazes de
alterar as caracteristicas finais das células a serem transplantadas, uma vez que
possuem propriedades independentes e interagem diretamente com o produto em
expansao (122). Como resultado final, tem-se o aumento do numero de variaveis de
estudo bem como do encarecimento das pesquisas, que passam a exigir maior
infraestrutura (122). Outros tipos celulares de destaque correspondem as células
hematopoiéticas e mononucleares (primitivas, contendo tanto mesenquimais quanto
hematopoiéticas). Em relacdo as primeiras, ja se tem bem definida sua pequena
capacidade de diferenciacdo em relagdo outros tipos de tecidos que n&do sejam o
sanguineo, ja, em relagcédo as ultimas, pouco sabe-se quanto a aplicagao na terapia
para degeneracao discal, tendo-se bons resultados clinicos em outras patologias,
como em relacdo a vantajosa aplicacdo na recuperacao cardiaca pos-infarto em
modelos animais (123). As células-tronco mononucleares apresentam como
principais vantagens a possibilidade de retirada direta da medula-éssea, aplicagao
direta — sem necessidade de expansdo em meios de cultura e utilizacdo de fatores
de crescimento, composicao exclusiva de células autdlogas sem desencadeamento
de resposta imunoldgica e presenga de CTM, concomitantes no aspirado, em cerca
de 0,01% (124).

As células mononucleares sdo a populacdo celular nao diferenciada
clonogénica mais precoce das células estromais da medula 6ssea. Elas podem ser

distinguidas pela sua expressao de marcadores de superficie celular especificos
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incluindo antigeno celular estromal (ESTRO)-1, molécula de adesé&o celular vascular
1 (MACV-1), ESTRO-3 (fosfatase alcalina de tecido inespecifico), ESTRO-4 e
CD146 (125-127). Elas podem ser cultivadas e, nesta ocasido, podem gerar bancos
celulares de células purificadas de um unico doador, que retém a capacidade de
extensa proliferagdo e potencial de diferenciacdo (126,128,129). As células
mononucleares podem ser usadas alogenicamente (130,131). Desta maneira sao
consideradas adequadas para o tratamento de larga escala em humanos, sem
requerer o dispendioso cultivo celular em cada tratamento. Como as células
alogénicas podem ser colhidas de um doador jovem saudavel, elas ndo estdo
sujeitas a mudancas relacionadas ao envelhecimento do paciente que podem
ocorrer com células autélogas (130).

Ja foi demonstrado que células mononucleares precursoras mesenquimais
tém a capacidade de reconstituir a matriz extracelular discal quando injetadas no NP
degenerado de ovelhas aumentando a altura discal, melhorando o sinal em T2 da
ressonancia magnética (RM) e os escores histolégicos em comparagdo ao grupo
controle (74). Atualmente, esta sendo conduzido um estudo clinico em humanos com
células mononucleares precursoras mesenquimais alogénicas humanas para o
tratamento da dor lombar causada por degeneragéao discal (132).

Alguns pesquisadores sugerem o uso autélogo de células do NP como opg¢ao
celular. As células do NP autélogas conseguem parar o processo degenerativo em
modelos animais de degeneragao discal (72) e, com maior importancia, um estudo
clinico randomizado demonstrou melhoras em termos de alivio da dor e hidratacao
discal apds injecdo em discos humanos degenerados (133). No entanto, ainda que
este tipo celular seja promissor, o NP possui um numero limitado de células e capta-
las requer um procedimento invasivo que pode levar a degeneracao discal (134).
Além do mais, células do NP retiradas de discos degenerados podem ser
inadequadas para propostas regenerativas pela aumentada expressdo de enzimas
degradativas (30), reduzida expressao de matriz proteica (10) e senescéncia celular
(135).

Uma vez que as células notocordais sdo, embriologicamente, as células
“originais” do NP, alguns estudos estdo sendo conduzidos nesta area. Estudos
recentes indicam que fatores presentes nas células notocordais tém a capacidade
de estimular o crescimento e a producado de matriz pelas células do NP e inibem as

reagdes angiogénicas e crescimento vascular (136,137). No entanto, a captacao de



29

células notocordais € restrita uma vez que desaparecem do disco humano apds os
10 anos de idade. Também é desconhecido se as células notocordais alogénicas e
xenogénicas poderao ser usadas clinicamente (138).

Recentemente, o uso de condrocitos juvenis alogenos, retirados da cartilagem
articular de cadaveres, esta sendo explorado como uma fonte celular alternativa
demonstrando bons resultados em humanos apds 1 ano de tratamento, em termos
de escores de RM e niveis de dor e incapacidade (139). No entanto devemos tomar
cuidado pois a matriz produzida por estas células pode n&o ser adequada para
engenharia/reparo decidual do DIV (140). As células do NP rotineiramente tém sido
descritas como Condrécitos-like, com marcadores condrogénicos tradicionais como
o colageno 2 alpha 1, agrecan e regidao determinante sexual Y-box 9, sendo usados
para avaliar a diferenciacdo das CTM em um fendtipo celular do NP (57,140). No
entanto, mesmo que o NP e cartilagem articular tenham uma composi¢céo de matriz
similar, a taxa de prostaglandinas e colageno difere entre estes dois tecidos com
uma razao de PG/colageno de 27:1 no NP e 2:1 na cartilagem articular, sugerindo
que as células do NP podem ter um fenétipo diferente dos condrdcitos (36).

Existem evidéncias da presencga de células progenitoras dentro do disco que
vém da identificagcdo de células altamente proliferativas expressando marcadores de
CT (Notch1, Delta4, Jagged1, c-KIT, Ki67, e ESTRO-1) (141,142) somado ao
isolamento de uma populacéo precursora de células de disco degenerados que tém
a capacidade de diferenciar-se em linhagem osteogénica, condrogénica e
adipogénica.

Mais recentemente Sakai et al, demonstrou “Células progenitoras do NP” que
sao receptor de tirosina quinase 2 positivas (Tig2+) e disialogangliosidio 2 positivas
(DG2+) dentro do NP de ratos e humanos, no entanto a propor¢cao destas células
dentro do disco foi marcadamente reduzida com envelhecimento e degeneracao.
Enquanto essas CT oferecem grande potencial, ainda esta por ser esclarecido
quando podem ser colhidas como propostas regenerativas, ou até mesmo
estimuladas in situ com fatores exégenos apropriados (143).

Células tronco do NP de um disco degenerado tendem a dividir-se mais
rapido e tem uma maior taxa de unidades formadoras de coloniais do que as
presentes em um NP sadio. No entanto estas células tém maior tendéncia em
diferenciar-se na linhagem adiposa ou 6ssea e parecem perder sua capacidade de

diferenciar-se na linhagem condral. Também é mostrado que o numero de células
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expressando marcadores de células progenitoras € diminuido com a idade e
degeneracgao do disco (143-145).

Uma solugdo mais imediata para fonte de células progenitoras sdo as CTM,
que podem ser isoladas facilmente de multiplas fontes, mais notavelmente da
medula éssea (CTM-MO) ou tecido adiposo (CTM-TA), dividem-se rapidamente e
sdo capazes de diferenciar-se em células da linhagem mesenquimal. Evidéncias
demonstram que elas sao capazes de diferenciar-se em células NP-like (140,146-
149). Além do mais a implantacdo de CTM-MO em modelos de coelhos de
degeneragao discal podem reverter algumas mudangas degenerativas quando
comparadas com nenhum tratamento (147).

Existe uma gama de métodos para a estimulagdo da diferenciagcao
discogénica das CTM. A maioria deles envolvem o estimulo de um ou mais fatores
de crescimento em culturas tridimensionais criadas com o intuito de mimetizar o
ambiente de discos nativos. O primeiro fator comprovado a levar as CTM a
diferenciar-se em uma linhagem condrogénica foi o FTC-B (150) seguido de FCI-1,
FGF-2 e os POMs, particularmente o POM-7 (151-153). Mais recentemente e
seguindo a elucidacdo de marcadores especificos do NP, o FCD-5 demonstrou
vantagem sobre o FTC-f, induzindo a um fendtipo mais parecido com o das células
do NP. A estimulagdo da diferenciagdo discogénica das CTM também pode ser

conseguida por co-cultura com células do DIV (148).

3.5.1 Estudos Experimentais

Em termos de estudos experimentais no campo da terapia celular em discos
degenerados, a literatura abrange uma gama de pesquisas com diferentes
metodologias desde o modelo de degeneragao discal, passando pelo desenho dos
estudos e até no(s) tipo(s) celular(es) estudado(s). Com o intuito de comparagao
com o presente estudo revisamos estudos que utilizam as CTM e células tronco
mononucleares ou precursoras mesenquimais (TABELA 1). Neste espectro os

estudos de maior relevancia remontam o inicio do século XXI.

Tabela 1 — Estudos Experimentais usando terapias baseadas em células no tratamento da
degeneracéo discal.

Estudos Experimentais usando terapias baseadas em células no tratamento da
degeneragao discal
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Autor e Desenho . = Follow
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Ghosh et
al. N-RCT Ovelhas Alégeno BMPC + AH Condroitinase 24
2012
Vadala et PuUNcio por
al. N-RCT Coelhos CTM-MO alégenas §aop 9
Agulha
2012
Cai et al. ) Puncao por
2014 RCT Coelhos CTM-MO autdlogas Agulha 10

Fonte: o autor, 2016.

Legenda: DD — Degeneragéo Discal; RCT - estudo experimental controlado randomizado; N-RCT -
estudo experimental controlado ndo randomizado; N-R N-CT estudo experimental ndo controlado e
nao randomizado; CTM — Células tronco mesenquimais; CTM-MO - Células tronco mesenquimais
derivadas da medula éssea; CTM-TA — Células tronco mesenquimais derivadas do tecido adiposo;
AH — Acido Hialurénico; NP — Nucleo pulposo; (*) follow up em semanas.

Em 2003, Sakai et al., fizeram em um estudo experimental controlado ndo
randomizado em coelhos, avaliou o emprego de CTM autdlogas embebidas em
hidrogel em discos degenerados através de nucleotomia e aspiragédo do NP. Eles
verificaram que o grupo das CTM apresentou uma preservagdo da estrutura
histolégica, foram capazes de sobreviver e proliferar no disco apés 8 semanas e
tiveram uma producédo de prostaglandinas acentuada nas coloragdes histologicas
(69).

Em 2004, Crevensten et al.,, realizaram um estudo experimental ndo
controlado e ndo randomizados em ratos. Eles induziram a degeneracédo discal
através de pungao por agulha e aplicaram CTM-MO associadas ao acido hialurénico.
Eles notaram que as CTM-MO estavam viaveis, podiam replicar-se no disco apoés 4
semanas e tiveram uma tendéncia em aumentar a altura discal (63).

Em 2005, Zhang et al.,, em um estudo experimental controlado randomizado
em coelhos, usando CTM-MO alégenas, em um disco que ndo foi induzido a
degeneracgao, verificaram que estas células podiam sobreviver no disco apos 6
meses e ainda tinham uma produgao acentuada de prostaglandinas (154).

Ainda em 2005, Sakai et al., em um dos estudos com maior follow-up da
literatura, verificaram pela primeira vez que as CTM-MO podem sobreviver no disco
por 1 ano. Para tanto, fizeram um estudo experimental controlado n&o randomizado
em coelhos induzindo a degeneracédo de seus discos com nucleotomia e aspiragao
no NP. Eles aplicaram as CTM-MO embebidas em hidrogel, e verificaram que apds
um ano, elas aumentaram o conteudo de colageno do tipo IlI, agrecans,
prostaglandinas no NP e diminuiram a produgéo de colageno do tipo | (70).

Um ano depois, em 2006, Sakai et al., usando o mesmo modelo de

degeneragao discal em coelhos, notaram que as CTM-MO aumentaram a altura
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discal em T2 na RM, restaurando as prostaglandinas e preservando a estrutura
histolégica do disco, incluindo o AF (71).

Em 2008, Hiyama et al., realizaram um estudo experimental controlado n&o
randomizado em cachorros induzindo a degeneragao discal com aspiragdo do NP e
avaliaram a injecdo de CTM-MO autdlogas. Eles notaram melhora na altura discal e
sinal em T2 na RM, aumento na producéo de proteoglicanos e melhoras da estrutura
histolégica do AF (59).

Neste mesmo ano, Ho et al., em um estudo um estudo experimental
controlado ndo randomizado em coelhos, avaliaram a influéncia de CTM-MO
autélogas em discos induzidos a degeneragdo com puncdo por agulha
percutaneamente. Apds 6 meses da indugao eles verificaram que os discos do grupo
CTM-MO estavam menos degenerados que os restantes mas nao retornaram a linha
de base do disco normal, e ndo houve restauracdo da altura discal (67).

Ainda em 2008, Hohaus et al., induziram a degeneragéo discal com lesao
anular e nucleotomia parcial em cachorros e fizeram um estudo experimental
controlado ndo randomizado injetando CTM-TA autdlogas associado com &acido
hialurénico. Eles constataram que as células permanecem vivas no disco apds 26
semanas, mantém a morfologia discal, altura e intensidade de sinal em T2 na RM.
Seus resultados apontam que o acido hialurénico isoladamente néo é suficiente para
prevenir a degeneracgao (72).

Findando os estudos de 2008, Sobajima et al., realizaram uma linha de
pesquisa com 2 modelos de pesquisa diferentes. Em um lado da pesquisa fizeram
um estudo in vitro com células humanas em discos humanos. No outro realizaram
um estudo experimental controlado ndo randomizado com CTM autdlogas em
coelhos. As células foram injetadas em discos que nao foram submetidos a qualquer
meétodo de indugdo de degeneragdo discal. Apdés 24 semanas notaram que as
células permaneceram viaveis, o disco nao fez resposta inflamatdria a injegdo. Ao
fim do experimento, as células localizavam-se na zona de transicdo e mais préximas
a CIAF. Eles notaram ainda um sinergismo entre as células no NP e as CTM para
aumentar a producao de GAG, numa taxa média de 75:35 MPC/CTM (155).

Em 2009, Ganey et al.,, realizaram um estudo experimental controlado
randomizado em cachorros, cujos discos foram induzidos a degeneracao discal com

nucleotomia parcial. Eles injetaram CTM-TA associado a acido hialurénico nos
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discos degenerados e, apos 48 semanas verificaram que o grupo intervengéo
apresentou melhora de sinal de T2 na RM e expressé&o de colageno do tipo Il (56).

Neste mesmo ano, Jeong et al., fizeram um estudo experimental controlado
nao randomizado em ratos. Eles induziram a degeneragao discal com lesao anular
com lamina e injetaram CTM-MO humanas (xendgenas) para avaliar a capacidade
das células humanas em reverter a degeneragao discal. Apos 8 semanas as células
mantiveram a altura discal em T2 e restauraram a estrutura do AF. Neste estudo as
células estavam viaveis apos 2 semanas, mas nao sobreviveram apds 4 semanas
(156).

Ainda em 2009, Yang et al., induziram a degenerac&o discal através de
puncdo por agulha e conduziram um estudo experimental controlado n&o
randomizado injetando CTM-MO alégenas nos discos degenerados. Eles
constataram que apos 24 semanas, o grupo injetado com as células restauraram a
estrutura do NP e AF, preservaram a altura discal e levaram a diferenciagéo condral.
Dado interessante neste grupo foi o acentuado numero de células notocordais
sugerindo que as CTM-MO promovem a sobrevivéncia e proliferacdo das células
notocordais (64).

Findando os estudos de 2009, Henriksson et al., em um estudo experimental
controlado n&o randomizado em porcos, avaliaram a influéncia de CTM-MO
xenogenas humanas embebidas em hidrogel em discos induzidos a degeneragao
nucleotomia. Apés 6 meses da inducao eles verificaram que as células estavam
viaveis, diferenciavam-se em células condrais discais e melhoravam a aparéncia
discal na RM. Seus resultados sugeriram que a associagdo com hidrogel aumenta a
diferenciacao, producao de matriz e sobrevivéncia das células (57).

Em 2010, Jeong et al., utilizaram CTM-TA xendgenas humanas para tratar
discos de ratos induzidos a degeneragdo por pung¢do por agulha guiada por
fluoroscopia. Para tanto fizeram um estudo experimental controlado né&o
randomizado. Ao final de 6 semanas eles notaram que o grupo injetado com as
células apresentou menor perda da altura discal, restaurou o sinal em T2 na RM,
restaurou a estrutura do AF e sobre-regulou o colageno do tipo Il e agrecans (68).

Seguindo em 2010, Serigano et al., conduziram um estudo experimental
controlado n&do randomizado em cachorros com o intuito de estimar qual seria o
numero ideal de células injetadas no tratamento da degeneracédo discal. Para tanta

induziram a degeneracao discal através de aspiragdo do NP e utilizaram CTM-MO
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autdlogas. Fizeram grupos com 10°, 10° e 107 células. Em seus resultados todos os
grupos celulares mostraram aumento da altura do disco e sinal de T2 na RM, doses
celulares de 10° e 10’ mostraram melhora da estrutura histolégica do NP e CIAF. O
Grupo celular 10° teve mais alteracdes degenerativas. Grupo celular 10° teve menos
apoptose que 0s grupos 10° e 10" e o Grupo celular 10° teve mais células vivas com
12 semanas comparado aos outros grupos (60).

Neste mesmo ano, Yang et al., em um estudo experimental controlado
randomizado em coelhos, induziram a degeneracgao discal com pung¢ao por agulha e
aspiracdo do NP e injetaram CTM-MO autdlogas. Apds 12 semanas as células
inibiram a apoptose de células do NP, diminuiram a perda de altura discal e
aumentaram sinal de T2 na RM além de aumentar a taxa de colageno do tipo Il (73).

Ainda em 2010, Hee et al., induziram a degeneragao discal em coelhos com
carga axial e injetaram CTM-MO associadas a acido hialurénico como tratamento.
Fizeram um estudo experimental controlado e randomizado. Apds 8 semanas
identificaram células viaveis no disco, aumento da altura discal e melhora dos
escores histologicos (62).

Continuando em 2010, Miyamoto et al., fizeram um estudo experimental
controlado ndo randomizado em coelhos induzidos a degeneragédo discal por
aspiragcao do NP. O grupo celular foi injetado com CTM autdlogas sinoviais do fémur
distal. As células sobreviveram no NP apods 24 semanas, preservaram a altura discal
e sinal de T2 na RM apds 6 semanas. O grupo celular teve um aumento na
expressao de colageno tipo Il e preservaram a estrutura histolégica do NP (61).

Findando os estudos de 2010, Omlor et al.,, realizaram um estudo
experimental controlado n&o randomizado em porcos. Eles induziram a degeneragao
discal por nucleotomia parcial, e injetaram CTM-MO autélogas associadas a cola de
fibrina. Apds 3 dias eles notaram que apenas 9% das células permaneciam no disco.
Os autores sugerem que provavelmente as células que sobrevivem, reproduzem-se
e, por isso, outros estudos encontram mais células mais tarde (157).

Em 2012, Ghosh et al., conduziram um estudo experimental controlado nao
randomizado em ovelhas. Eles injetaram BMSPC aldégenas associadas ao acido
hialurénico em discos induzidos a degeneragao por condroitinase. Apds 24 semanas
verificaram que o grupo celular foi capaz de restaurar a altura discal, melhorou o

escore de Pfirrmann na RM e os escores de degeneragao histologica (74).
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Ainda em 2012, Vadala et al., induziram a degeneragao discal em discos de
coelhos através de pungao por agulha e fizeram um estudo experimental controlado
nao randomizado. Eles injetaram CTM-MO alégenas no grupo celular. Apds 9
semanas eles nao verificaram nenhuma evidéncia de regeneracéao discal na RM e as
radiografias (RX) demonstraram formacdo de ostedfitos e nenhuma célula foi
encontrada no NP (65).

Ja em 2014, Cai et al., em um estudo experimental controlado e randomizado
induziram a degeneragao discal em discos de coelhos através de pungado por
agulha. Eles injetaram CTM-MO autdlogas em no grupo terapia celular. Apés 10
semanas eles verificaram que as células mantiveram a capacidade de diferenciacéo.
O grupo celular ndo evitou a perda da altura discal, mas o fez de maneira mais lenta,
demonstraram um aumento de sinal em T2 na RM e aumento na expressao de

colageno do tipo Il e agrecans (66).

3.5.2 Estudos Clinicos

A pesquisa com estudos clinicos no campo da terapia celular no DIV
degenerado comegou recentemente, restringindo-se a poucos estudos datados dos
ultimos 10 anos (TABELA 2).

Tabela 2 — Estudos Clinicos usando terapias baseadas em células no tratamento da degeneragéo
discal.

Estudos Clinicos usando terapias baseadas em células no tratamento da degeneragao

discal
Autor e ano 'é'\\,' N Tipo Celular Procedimento Resultado
Medula 6ssea Nenhuma melhora dos
autéloga com sintomas e 80%
Haufe et al. . 9 Lo N tiveram que ser
i 10 células tronco da Injecdo Percutanea !
2006 linhagem submetidos a
hemato goiética procedimento cirurgico
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aumento de sinal nas

IRZED Gl [ 10 CTM-MO autdlogas Injegdo Percutdnea imagens de T2 de RM.

20 Altura dos discos néo
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funcionais da coluna
Pang et al. Y, Células alégenas Iniecio Percutanea até o sexto més. A
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I 26 CTM-MO Injecao Percutanea 21 no periodo de dois
anos. Melhora do
escore clinico.

Pettine et al.
2015

Fonte: o autor, 2016.
Legenda: Niv Ev — Nivel de evidéncia; N — Amostra; RM — Ressonancia Magnética; CTM-MO -
Células tronco mesenquimais derivadas da medula 6ssea.

Em 2006, Haufe et al., em um estudo nivel Il de evidéncia, injetaram
percutaneamente células tronco hematopoiéticas derivadas da medula 6ssea em 10
pacientes com dor lombar baixa devido a degeneragéo discal. Nenhum paciente teve
melhora dos sintomas e 80% deles tiveram que ser submetidos a procedimento
cirdrgico em um ano (158).

Um ano depois, em 2007, Meisel et al., em um estudo nivel | de evidéncia,
trataram 28 pacientes submetidos a microdiscectomia por dor lombar. Doze
semanas depois da microdiscectomia eles injetaram percutaneamente condrdcitos
autélogos cultivados e derivados do DIV. Os pacientes tiveram um reducao da dor
lombar em dois anos e demonstraram aumento de sinal nas imagens de T2 de
Ressonancia Magnética nos discos tratados e adjacentes (133).

Em 2010, Yoshikawa et al., em um estudo nivel |l de evidéncia, trataram dois
pacientes com dor lombar e ciatica que tinham evidéncias radiologicas de estenose
do canal e degeneracgao discal. Eles injetaram percutaneamente CTM autélogas da
medula dssea, associadas a uma esponja de colageno. Eles verificaram aumento de
sinal nas imagens de T2 de Ressonancia Magnética, uma menor instabilidade e
melhora clinica em ambos os pacientes (159).

No ano seguinte, em 2011, Orozco et al., em um estudo nivel Il de evidéncia,
recrutaram dez pacientes com dor lombar baixa devido a degeneragao discal e
injetaram percutaneamente CTM autdlogas da medula 6ssea. Eles verificaram

melhora clinica da dor lombar e da ciatica além de aumento de sinal nas imagens de
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T2 de Ressonéncia Magnética. No entanto, a altura dos discos n&o foi recuperada
(160).

Em 2014, Pang et al.,, em um estudo nivel IV de evidéncia, utilizaram CTM
alogenas do cordao umbilical para tratar dois pacientes com dor lombar e evidéncias
em ressonancia magnética de degeneragéo lombar. Eles relataram melhora imediata
nos escores de dor e fungdo da coluna que mantiveram-se até o sexto més, e a
partir de entdo, declinaram até o segundo ano (161).

Ja em 2015, Pettine et al., em um estudo prospectivo de nivel |l de evidéncia,
trataram 26 individuos com degeneragao discal e dor lombar que ndo melhoraram
com tratamento conservador depois de trés meses e que eram incluidos em critérios
cirurgicos. Para tanto colheram um aspirado de medula 6ssea e processaram-no
para obter um concentrado de células da medula 6ssea. Este concentrado era
injetado percutaneamente com auxilio de fluoroscopia nos discos doentes. Os
pacientes foram avaliados clinicamente com 3, 6, 12 e 24 meses e com ressonancia
magnética com 12 meses. Dos 26 pacientes, 24 evitaram cirurgia no periodo de um
ano e 21 no periodo de dois anos. A média de dor do escore clinico diminuiu com
trés meses e sustentou-se até o segundo ano. Oito pacientes melhoraram pelo
menos um grau na avaliagdo com ressonancia magnética e nenhum dos 26 piorou
(162).

Atualmente, um estudo clinico multicéntrico prospectivo duplo cego
randomizado esta sendo conduzido comparando duas doses de células tronco
mesenquimais precursoras pluripotenciais (MPC) combinadas com &cido hialurénico
para o tratamento da dor lombar por degeneragédo discal. O estudo comegou em
agosto de 2011, tem a previsao de tratar 100 individuos e tem previsao de terminar

no segundo semestre de 2015 (132).
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4 METODOS

Esse estudo caracteriza-se metodologicamente como experimental
longitudinal prospectivo do tipo coorte, sendo que os experimentos foram realizados
seguindo as normas e principios éticos do Colégio Brasileiro de Experimentagdo
Animal (COBEA). Os métodos de anestesia e cirurgicos foram baseados no trabalho
de Lipson et al. (163), a técnica histologica foi de acordo com a de Masuda et al.
(54), tendo a analise histolégica como referéncia Rousseau et al. (164), além dos
resultados obtidos por pesquisadores dessa Instituicdo de Ensino, em estudo prévio
(15,119,165).

O projeto de pesquisa deste estudo foi avaliado e aprovado pelo Comité de

Etica no Uso de Animais da Pontificia Universidade Catdlica do Parana sob o n°® 377.

4.1 ANIMAL

Foram utilizados 32 coelhos (Oryctolagus cuniculus), machos, brancos, da
raca New Zealand, entre 2,5 a 3 kg, com cerca de 08 meses de vida. A escolha do
modelo foi baseada na facilidade de obtencdo e cuidado com os sujeitos de
pesquisa, no tamanho apropriado dos DIVs e na quantidade de DIVs que
possibilitam a experimentacdo, maximizando a quantidade de lesdes e minimizando
0 numero de animais utilizados. Além disso, o coelho movimenta-se através de
propulsdo sobre as patas traseiras o que é mais proximo de reproduzir 0 caminhar

bipede dos humanos (166).

4.2 ANESTESIA

Os coelhos foram submetidos a anestesia geral com o cloridrato de ketamina
5% (20-25mg/kg) intramuscular — passando para via endovenosa, através de um
acesso em veia auricular (FIGURA 1). Caso houvesse a necessidade de manter a
anestesia por mais de 40 minutos, xilazina (0,15mg/kg) intramuscular e, sendo
necessaria maior inducdo anestésica, tiopental soédico (doses variaveis), via

endovenosa.
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Figura 1 — Preparo Cirurgico

Fonte: o autor, 2016.

Os coelhos anestesiados eram posicionados em decubito lateral direito e

abordados em acesso posterolateral retroperitoneal.

4.3 ABORDAGEM CIRURGICA

Os coelhos foram posicionados em decubito lateral direito e uma abordagem
posterolateral retroperitoneal (FIGURA 1), através de uma lombotomia localizada no
ponto médio entre a ultima costela e a crista iliaca (aproximadamente 10 cm), era
exposta a superficie anterior de 5 DIVs lombares consecutivos (L2-L3 a L6-L7). Apos
palpacao para determinar os niveis dos discos, as areas a serem puncionadas (1-2
mm de didmetro) foram cuidadosamente expostas, através do seguinte
procedimento: acesso paramediano esquerdo; identificacdo do musculo reto
abdominal; abertura da bainha do reto paralela ao musculo; identificagcdo do
retroperitdnio e dissecacdo manual desde o musculo psoas até a coluna vertebral.
Finalmente, foram posicionados afastadores protegendo a artéria aorta e veia cava
antes da puncdo do disco. Os 3 discos experimentais foram puncionados com
agulha 40X12 mm (18 G 1 %), em uma profundidade de 5 mm, sendo que essa
permaneceu no interior do DIV por 5 segundos (FIGURAS 2 e 3). Finalizada toda a
intervencao, foi realizado a sutura do animal por planos (musculatura profunda;

tecido celular subcutaneo e pele).



41

Fonte: o autor, 2016.

Delimitamos os 5mm finais de uma de 40X12 mm (18 G1 %) a partir de seu
bisel e a dobramos no formato de “S” com o intuito de padronizar a profundidade das

puncgoes.

Figura 3 — Exposigao dos discos e pungao.

Fonte: o autor, 2016.

ApOs a exposigao os trés discos experimentais eram puncionados objetivando

a inducao da degeneragao discal.

4.4 OBTENGAO E ISOLAMENTO DAS CELULAS-TRONCO

Foi realizada através da pungao-aspiragdo da medula éssea da crista iliaca.
Os coelhos, logo apds o procedimento cirurgico de pungao para degeneragao discal

continuaram sob anestesia. Quando a coleta era feita em outro momento (conforme
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o0 delineamento dos grupos), os coelhos eram novamente anestesiados com
administragcdo intramuscular de ketamina (20-25 mg/kg) e xilazina (0,15mg/kg),
colocados na posicdo em decubito lateral direito, com o membro inferior em flexao.
Em todos os casos, foram realizadas as pung¢des-aspiracdo da medula éssea,
utilizando uma seringa de 5 mL contendo heparina (liquemine 5.000 Ul/ml) com uma
agulha 40X12 mm (18 G 1 '%2). Uma pequena quantidade de medula 6ssea (2,5-4
mL) foi aspirada e processada imediatamente. Todo o procedimento foi realizado em
condi¢cbes assépticas. Em seguida, as células-tronco mononucleares foram isoladas
a partir do material proveniente de puncao-aspiracdo da medula éssea, utilizando-se
o método de separagéo por gradiente de densidade em centrifuga (Ficoll-Hypaque,
d= 1,077g/m?, Sigma, St. Louis, MO) pelo método de Béyum (167). O material foi
centrifugado a 1400 rpm por 40 minutos. O anel de células mononucleares,
localizado na interfase, foi retirado e passado para um tubo cdnico, contendo 20 mL
de meio de Eagle modificado por Dulbecco (MEMD). As células foram lavadas duas
vezes a 1500 rpm por 10 minutos e suspensas novamente com meio MEMD. Foi
realizada a contagem celular em camara de Neubauer e verificada a viabilidade
celular, utilizando o corante vital Azul de Tripan. A seguir, o material ficou suspenso
em meio MEMD, contendo 20% de soro bovino fetal (SBF, Gibco BRL, Grand Island,
NY), 1% de antibidtico (penicilina e estreptomicina), resultando no isolamento das
células que serdo implantadas. Todos os procedimentos citados fazem parte do
protocolo relativo a técnica de coleta e isolamento de células-tronco mononucleares,

ja desenvolvida e consolidada nessa Instituigdo de Ensino (123).

4.5 INJECAO DE CELULAS-TRONCO / PLACEBO (SOLUCAO SALINA
ISOTONICA)

Apos coleta e isolamento das células, elas foram introduzidas no DIV do
animal utilizando-se da mesma técnica cirurgica anteriormente descrita. O material
foi colocado no limite superior do DIV previamente perfurado, utilizando, no entanto,
agulha de menor calibre 13X4,5 (26 G ') (168). Foram feitos exatamente os
mesmos procedimentos nos animais que receberam apenas solugcdo salina
isotbnica, injetando-se a quantidade idéntica ao do volume celular, obedecendo as
mesmas condi¢des citadas.
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4.6 DELINEAMENTO DOS GRUPOS

Ao todo, Foram utilizados 32 animais, divididos em diferentes grupos.
Inicialmente, para permitir conclusdes cientificas validas, dividimos em 2 grandes
grupos: experimental e placebo. Os animais que compunham o grupo placebo
possuiam as mesmas caracteristicas que os experimentais e passaram pelo mesmo
procedimento cirurgico, em condi¢cdes idénticas, mas, ao invés de receberem as
CTs, injetamos solugado salina isotbnica — na mesma quantidade que o aspirado de
medula 6ssea dos animais experimentais e exatamente pelo mesmo procedimento
de infusdo. As analises macroscopica e histologica do grupo placebo foram
realizadas de forma idéntica ao experimental e a eutanasia seguiu o cronograma
referente ao respectivo grupo experimental.

Além disso criamos um grupo controle que ndo passou por nenhuma
intervencdo, nem células tronco, nem solugédo salina. Estes discos controles sao
essenciais para o desenvolvimento do projeto, uma vez que significam a base
comparativa para as alteragdes provocadas pelas CT.

O grupo experimental, por sua vez, foi subdivido em 4 outros grupos, de
acordo com o periodo em que ocorreu a injegao de CT:

a) CT2M (4 animais): transplante de células-tronco mononucleares autologas

apods 2 meses da cirurgia de inducédo de degeneracao discal;

b) CT2S (4 animais): transplante de células-tronco mononucleares autdlogas
apo6s 2 semanas da cirurgia de indugéo de degeneracéo discal;

c) CTCP (4 animais): transplante de células-tronco mononucleares autologas
imediatamente apos a cirurgia de indugao de degeneracédo discal. Essa
diferenciagao periodica permitira a analise critica comparativa quanto ao
periodo mais indicado da implantacéo da terapia celular frente ao processo
degenerativo;

d) CTSP (4 animais), grupo que recebeu as células-tronco mononucleares,
entretanto, ndo passou pelo procedimento cirurgico de inducdo de
degeneracgao discal, permitindo a analise dos efeitos diretos das células-
tronco — sem que houvesse qualquer indicio de degeneragcdo — na
investigagdo de um possivel efeito protetor das células-tronco
mononucleares sobre os DIVs frente a degeneracédo discal. Da mesma

forma, buscando a validade cientifica, os animais que fizeram parte do



44

grupo de controle, foram subdivididos de acordo com o pareamento em
relagdo ao grupo experimental e receberam injecdo de solugdo salina
isotbnica, da seguinte forma: SS2M (4 animais), correspondendo ao
CT2M; SS2S (4 animais), correspondente a CT2S; SSCP (4 animais),
correspondente a CTCP e SSSP (4 animais), correspondente a CTSP.
Todos os grupos tiveram o seguimento de 2 meses apds o procedimento de
introducao das células-tronco ou solucéo salina isoténica, realizando-se a eutanasia
e analise histologica. O tempo de acompanhamento mostrou-se ideal para avaliagéo
de estratégias terapéuticas, uma vez que as alteragbes degenerativas, mesmo
presentes, permanecem passiveis de reversdo, conforme experiéncia prévia desse
grupo de pesquisa(15).
Dos 32 coelhos, seis morreram durante procedimento cirdrgico (seja na
inducdo da degeneragdo ou na injegcdo das CT / placebo) ou no periodo pds
operatério de 2 meses que precedia a eutanasia. Sendo assim, 26 coelhos foram

analisados histologicamente divididos conforme seguem as TABELAS 3 e 4:

Tabela 3 — Distribuicdo dos coelhos nos Grupos injetados com células Tronco.

Células Tronco

Grupo CT2Mm CT2S CICP CTSP
Coelhos
(n=14) 4 3 4 3
Discos intervengao
(n = 37) 12 9 7 9
Discos controle
(n = 60) 16 14 16 14

Fonte: o autor, 2016.

Legenda: CT2M — Injecéo de CT apods 2 meses da pungao; CT2S — Injecdo de CT apds 2 semanas
da puncao; CTCP — Injecao de CT no mesmo momento da puncéo; CTSP — Injecdo de CT sem
puncéo.

Tabela 4 — Distribuigao dos coelhos nos Grupos injetados com Solugéo Salina.

Solugao Salina

Grupo SS2M SS2S SSCP. SSSP
Coelhos
(n=12) 3 2 4 3
Discos intervengao
(n = 35) 9 6 12 8
Discos controle
(n = 55) 15 10 17 13

Fonte: o autor, 2016.
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Legenda: SS2M — Injecdo de solugéo salina apdés 2 meses da pungdo; SS2S — Injegdo de solugéo
salina apdés 2 semanas da pungdo; SSCP — Injecdo de solugdo salina no mesmo momento da
puncao; SSSP — Injecdo de
solugdo salina sem puncgéo.

4.7 EUTANASIA

Apo6s 8 semanas da injegao de material (CTs/solugao salina isoténica) no DIV,
os coelhos foram sacrificados com injecao em dose excessiva de pentobarbital (90
mg/kg), apos preparo anestésico antalgico; em seguida, a coluna vertebral foi

coletada para realizagdo de analise histologica (FIGURA 4).

Figura 4 — Coleta da coluna vertebral.

e

Fonte: o autor, 2016.

Ap6s a eutanasia, o seguimento da coluna que continha os discos
experimentais e controle eram coletados e dissecados descartando a medula

espinhal e a musculatura.
4.8 ANALISE HISTOLOGICA E CITOLOGICA

Os discos e as vértebras adjacentes foram coletados apds a eutanasia do
coelho, permanecendo em fixagdo em formalina por volta de 48 horas. Em
sequéncia, o material ficou em processo de descalcificacdo em Acido EtilenoDiamino
Tetra-Acético (AEDTA), por tempo variavel, levando, em média, 25 dias para atingir
o ponto ideal que permita manipulagdo sem danos. A amostragem ocorreu por meio
de cortes transversais em cada disco, expondo a regidao central do mesmo, bem
como suas PVs — superior e inferior. Apos isso, foi realizado o processamento das
amostras obtidas, desidratando-as e encaixando-as em blocos de parafina. Secgoes
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de seis micra de espessura foram realizadas no material previamente preparada
(FIGURA 5). As secgbes foram coradas com sirius red para a analise do colageno e
hematoxilina-eosina avaliar os padrbes consagrados da degeneracao discal. A
arquitetura discal e das PVs foram examinadas em aumento de duas vezes ao
microscopio optico. Aspectos celulares e extracelulares foram analisados utilizando
um aumento de 20 vezes ao microscopio Optico para avaliar as laminas em HE
definindo a condi¢cdo de degeneracao discal (54). Através do microscopio com luz
polarizada, foram observados os aspectos referentes a disposicédo de colageno nos
DIVs utilizando também o aumento de 20 vezes. Os discos controle passaram pelos
mesmos processos de preparagdo de material histolégico, sendo utilizados como

padrao de comparagao para com os discos em estudo.

Figura 5 — Preparo histoldgico.

Fonte: o autor, 2016.

5A — Aspecto da amostra apds os 25 dias do processo de descalcificacao e planejamento dos cortes
para individualizagao dos discos. 5B — Discos individualizados com suas respectivas placas vertebrais
prontos para realizar as secgdes com intervalos de seis micras.

De cada lamina preparada com um DIV, foram fotografados seis campos de
visdo pelo Software DinoCapture® 2.0 V1.2.7(AnMo Electronics Corporation). Os
seis campos foram pré-definidos para todos os discos e iniciam na camada mais
periférica das lamelas do AF. Foram eles: Dois campos Angulo Lateral Direito do
disco, sendo um da porgao externa e um da porgao interna do anulo; Dois campos
Angulo Lateral Esquerdo do disco, sendo um da porcéo externa e um da porcéo
interna do anulo; Dois campos Centro da por¢gao Convexa do disco do disco, sendo
um da porgao externa e um da porcao interna do anulo (FIGURA 6). Esta convengao

permite uma amostra panoramica e abrangente da estrutura do AF.
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Figura 6 — Ferramenta DinoCapture

Ct@-
<--

Fonte: o autor, 2016.

llustracdo esquematica dos 6 campos fotografados em um disco controle (SRx20). Nota-se a
preponderancia do verde na camada externa do anulo fibroso (CEAF) denotando o colageno do tipo
Il e do vermelho na camada interna do anulo fibroso (CIAF) indicando o colageno do tipo 1.

As imagens foram processadas pelo Software Image Pro Plus®V.4.50 (Media
Cybernetics, Silver Spring, MD) que permite quantificar os pontos verdes (colageno
tipo Ill) e vermelhos da lamina (colageno do tipo |) e estratifica-los com suas

respectivas percentagens (FIGURA 7).
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Figura 7 — Ferramenta Image Pro Plus.
CIAF CEAF

A MW pgan) ~RE-

Fonte: o autor, 2016.

Exemplo do software fazendo a contagem de pixels em uma fotografia da camada interna do anulo
fibroso (CIAF) e da camada externa do anulo fibroso (CEAF). Séo 3 informagdes para cada imagem:
1 — O numero de objetos; 2 — A porcentagem de objetos ocupada na imagem e 3 — A porcentagem da
area total da imagem.

Comparam-se a quantidade e distribuicdo dos tipos de colageno e avaliam-se
as possiveis diferencas.

Dos 26 coelhos que foram levados a eutanasia, foram extraidos 72 discos
intervencao e 115 discos controles, totalizando 187 discos estudados. Levando em
consideragao que de cada disco foram feitas 6 fotos de campos microscopicos
diferentes usando o Software DinoCapture® 2.0 V1.2.7 (AnMo Electronics
Corporation), analisamos 1122 fotos no software Image Pro Plus®V.4.50 (Media

Cybernetics, Silver Spring, MD).
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5 RESULTADOS

Utilizamos os discos controle para definir o padrao normal de distribuigdo
percentual de colageno no AF de discos intervertebrais de coelhos. O AF como um
todo apresentou uma preponderancia do colageno do tipo I, sendo 56% de colageno
do tipo | e 44% de colageno do tipo Ill. Houve predominio de colageno do tipo Ill na

camada externa (75%) e de colageno do tipo | na camada interna (86%) (GRAFICO

1),

Grafico 1 — Distribuigdo percentual do colageno no anulo fibroso Grupo Controle.

CIAF CEAF AF

14% Col 1 25% Col 1 i Col 1

% 56%
86%
Col 3 72‘./ Col 3 J Col 3

Fonte: o autor, 2016. . i
Legenda: CIAF — Camada Interna do Anulo Fibroso; CEAF — Camada Interna do Anulo Fibroso; AF -
Anulo Fibroso; Col 1 — Colageno do tipo 1; Col 3 — Colageno do tipo 3.

5.1 COMPARACAO ENTRE OS GRUPOS DEFINIDOS PELO USO DAS CELULAS
TRONCO E O GRUPO CONTROLE

No intuito de comparar os grupos e descobrir possiveis diferencas
estatisticamente significantes entre eles, avaliamos individualmente cada variavel
(CIAF, CEAF e anulo fibroso como um todo). Para cada tipo de colageno testou-se a
hipétese nula de resultados iguais em todos os grupos definidos pelo uso de célula
tronco e controle versus a hipotese alternativa de pelo menos um dos grupos com
resultados diferentes dos demais. Na Tabela 5 sdo apresentadas as estatisticas
descritivas de colageno | e colageno Il para cada variavel e para cada grupo, bem

como o valor de p do teste estatistico.
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Tabela 5 — Comparagéo entre os grupos injetados com células tronco e o grupo controle.
Desvio Valor

Variavel Col Grupo n Média Minimo Maximo Padrio de p*
CT2M 12 73,37 2,39 98,65 29,18
CT2S 9 93,36 88,93 98,33 3,28
[ CTCP 7 96,61 92,56 99,56 2,40 0,044
CIAF CTSP 9 91,16 78,09 98,52 6,07
(Camada Controle 115 86,17 6,23 99,74 19,98
Interna do
Anulo CT2M 12 26,63 1,35 97,61 29,18
Fibroso) CT2s 9 6,64 1,67 11,07 3,28
m CTCP 7 3,39 0,44 7,44 2,40 0,044
CTSP 9 8,84 1,48 21,91 6,07
Controle 115 13,83 0,26 93,77 19,98
CT2M 12 2585 1,24 68,87 19,58
CT2S 9 13,28 2,72 20,99 6,55
| CTCP 7 14,91 6,38 29,11 8,16 0,118
CEAF CTSP 9 12,05 2,29 36,52 10,54
(Camada Controle 115 24,99 0,14 93,15 20,24
Externa
do Anulo CT2M 12 7415 31,13 98,76 19,58
Fibroso) CT2S 9 86,72 79,01 97,28 6,55
m CTCP 7 8509 70,89 93,62 8,16 0,118
CTSP 9 87,95 6348 97,71 10,54
Controle 115 75,01 6,85 99,86 20,24
CT2M 12 49,61 2,16 78,59 22,21
CT2s 9 53,32 47,90 59,15 3,62
| CTCP 7 55,76 51,10 64,33 4,57 0,306
AF (Anulo CTSP 9 51,61 43,83 64,43 6,59
Fibroso Controle 115 55,58 3,44 95,30 16,39
como um CT2M 12 50,39 21,41 97,84 22,21
todo) CT2S 9 4668 4085 52,10 3,62
m CTCP 7 4424 3567 48,90 4,57 0,306
CTSP 9 48,39 3557 56,17 6,59
Controle 115 44,42 4,70 96,56 16,39

Fonte: o autor, 2016.

Nota-se que houve diferenga estatisticamente significante entre os grupos na CIAF.

Legenda: Col — Colageno; n — Numero de discos; CT2M — Inje¢cao de CT apds 2 meses da pungao;
CT2S - Injecdo de CT apés 2 semanas da pun¢ao; CTCP — Injecdo de CT no mesmo momento da
puncao; CTSP — Injecdo de CT sem puncéo. (*) teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis; p<0,05.

Como notamos que houve diferenga estatisticamente significante na CIAF,
rejeitamos a hipétese nula para o tipo de colageno | e Ill na variavel CIAF. Para
descobrir quais grupos tiveram diferenga estatisticamente significante entre si, eles
foram comparados aos pares. Na Tabela 6 sdo apresentados os valores de p destas

comparagdes.
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Tabela 6 — Diferenca estatisticamente significante entre os grupos na CIAF.

Grupos sob CIAF (Camada Interna do Anulo Fibroso)

comparagao Colageno tipo | Colageno tipo lll
CT2M e CT2S 0,085 0,085
CT2M e CTCP 0,003 0,003
CT2M e CTSP 0,211 0,211
CT2M e Controle 0,015 0,015
CT2S e CTCP 0,183 0,183
CT2S e CTSP 0,657 0,657
CT2S e Controle 0,958 0,958
CTCP e CTSP 0,081 0,081
CTCP e Controle 0,077 0,077
CTSP e Controle 0,580 0,580

Fonte: o autor, 2016.

A diferenga estatisticamente significante na CIAF ocorreu em 2 ocasides: 1 — entre os grupos CT2M e
CTCP (p=0,003); 2 — CT2M e Controle (p=0,015).

Legenda: CT2M — Injegdo de CT apds 2 meses da pungao; CT2S — Inje¢do de CT apds 2 semanas
da puncgéo; CTCP — Injegdo de CT no mesmo momento da puncdo; CTSP — Injegdo de CT sem
puncao.

Analisando a CIAF, nota-se que a diferenga estatisticamente significante
ocorreu em duas ocasides: 1 — entre os grupos CT2M e CTCP e entre os grupos
CT2M e Controle. Os discos controles apresentaram 86,17% de colageno do tipo | e
13,83% de colageno do tipo Ill. Comparado ao grupo controle, o CT2M teve um
aumento estatisticamente significativo no colageno do tipo Il (p=0,015)
demonstrando 73,37% do tipo | e 26,63% de colageno do tipo Ill. O CT2M também
demonstrou um aumento estatisticamente significativo no colageno do tipo |l
(p=0,003) quando comparado ao CTCP que demonstrou 96,61% do tipo | e 3,39%
do tipo Ill. Todas as outras possiveis comparag¢des nao tiveram diferenca estatistica.
Os valores de colageno do tipo | e Illl e as comparagdes dos grupos sao

demonstrados na Tabela 6 e Grafico 2.
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Grafico 2 — Comparagéo percentual da distribuicdo do colageno na camada interna do anulo fibroso
(CIAF) entre os diferentes grupos injetados com Células Tronco e o Grupo Controle.
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Fonte: o autor, 2016.

Ocorreram diferengas estatisticamente significantes na CIAF em 2 ocasides: 1 — entre os grupos
CT2M e CTCP (p=0,003) ; 2 — CT2M e controle (p=0,015).

Legenda: Col 1 — Colageno do tipo 1; Col 3 — Colageno do tipo 3; CT2M — Injecdo de CT apos 2
meses da pungao; CT2S — Inje¢do de CT apds 2 semanas da pung¢ao; CTCP — Injegdo de CT no
mesmo momento da pungéo; CTSP — Injecdo de CT sem puncgao.

Na analise da CEAF ndo houve diferenga estatisticamente significante entre
0S grupos e os valores de colageno do tipo | e Ill e as comparagdes dos grupos sao
demonstrados na Tabela 5 e Gréfico 3.
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Grafico 3 — Comparacgao percentual da distribuicdo do colageno na camada externa do anulo fibroso

(CEAF) entre os diferentes grupos injetados com Células Tronco e o Grupo Controle.
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Fonte: o autor, 2016.
Nao ocorreu diferenga estatisticamente significante entre os grupos.
Legenda: Col 1 — Colageno do tipo 1; Col 3 — Colageno do tipo 3; CT2M — Injegao de CT apds 2
meses da pungao; CT2S — Injecao de CT apds 2 semanas da pungao; CTCP — Injecdo de CT no
mesmo momento da pungao; CTSP — Injegcao de CT sem pungao.

Quando analisamos o AF como um todo também notamos que nao houve

diferenca estatisticamente significante entre os grupos. Os valores de colageno do

tipo | e lll e as comparagdes dos grupos sao demonstrados na Tabela 5 e Grafico 4.
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Grafico 4 — Comparacgao percentual da distribuicdo do colageno no anulo fibroso (AF) entre os
diferentes grupos injetados com Células Tronco e o Grupo Controle.
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Fonte: o autor, 2016.

Nao ocorreu diferenga estatisticamente significante entre os grupos

Legenda: Col 1 — Colageno do tipo 1; Col 3 — Colageno do tipo 3; CT2M — Injegéo de CT apos 2
meses da pungao; CT2S — Injegado de CT apods 2 semanas da pungéo; CTCP — Injecdo de CT no
mesmo momento da pungéo; CTSP — Injecdo de CT sem puncgao.

5.2 COMPARACAO ENTRE OS GRUPOS DEFINIDOS PELO USO DA SOLUGAO
SALINA E O GRUPO CONTROLE

Para comparar os grupos e descobrir possiveis diferengas estatisticamente
significantes entre eles, avaliamos individualmente cada variavel (CIAF, CEAF e

anulo fibroso como um todo). Para cada tipo de colageno testou-se a hipétese nula

de resultados iguais em todos os grupos definidos pelo uso de célula tronco e

controle versus a hipotese alternativa de pelo menos um dos grupos com resultados

diferentes dos demais. Notamos que houve diferenga estatisticamente significante

entre os grupos na CEAF e no AF. Na Tabela 7 sao apresentadas as estatisticas

descritivas de colageno | e colageno Il para cada variavel e para cada grupo, bem

como o valor de p do teste estatistico.
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Tabela 7 — Comparagéo entre os grupos injetados com células tronco e o grupo controle.
Desvio  Valor
Padrao de p*

SS2M 9 85,48 42,49 97,52 18,24
S$82S 6 95,57 87,71 99,61 4,24
| SSCP 12 96,86 90,37 99,41 2,77 0,053

Variavel Col Grupo n Média Minimo Maximo

CIAF SSSP 8 9484 8593 9870 443
(Camada

Interna Controle 115 86,17 6,23 99,74 19,98

_do SS2M 9 1452 248 5751 1824

Anulo SS28 6 4,44 0,39 1229 424
Fibroso) ’ ' ’ ’

n SSCP 12 314 0,59 9,63 277 0053
SSSP 8 5,16 1,30 1407 443

Controle 115 13,83 0,26 93,77 19,98
SS2M 9 39,22 13,14 82,76 20,96
S$S2S 6 56,74 8,69 98,69 32,82

[ SSCP 12 9,14 1,55 21,94 6,92  <0,001
CEAF SSSP 8 14,96 3,07 60,60 19,75
(Camada
Externa Controle 115 24,99 0,14 9315 20,24
Adol SS2M 9 60,78 17,24 86,86 20,96
nulo
Fibroso) SS2S 6 4326 1,31 91,31 32,82
m SSCP 12 9087 78.06 98,45 6,92  <0,001
SSSP 8 85,04 39,40 96,93 19,75
Controle 115 75,01 6,85 99,86 20,24
SS2M 9 62,35 27,82 8893 16,10
sS2S 6 76.15 48,20 97,37 17,51
[ SSCP 12 5300 48,64 60,67 3,48 0,009
AF SSSP 8 54,90 45,46 7949 11,11
(Anulo
Fibroso Controle 115 55,58 3,44 95,30 16,39
como SS2M 9 37.65 11,07 7218 16,10
um
todo) sS2S 6 2385 2,63 5180 17,51

i SSCP 12 47,00 39,33 51,36 3,48 0,009
SSSP 8 45,10 20,51 54,54 11,11
Controle 115 44,42 4,70 96,56 16,39

Fonte: o autor, 2016.

Nota-se que houve diferenga estatisticamente significante entre os grupos na CEAF e no AF
Legenda: Col — Colageno; n — Numero de discos; SS2M — Inje¢do de SS apds 2 meses da pungao;
SS2S — Injecéo de SS apds 2 semanas da pungao; SSCP — Injecédo de SS no mesmo momento da
puncao; SSSP — Injecdo de SS sem puncéo.

(*) teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis; p<0,05

Na analise da CIAF nao houve diferenca estatisticamente significante entre os
grupos. Os valores de colageno do tipo | e Ill e as comparagdes dos grupos sao

demonstrados na Tabela 7 e Grafico 5.
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Grafico 5 — Comparagéo percentual da distribuicdo do colageno na camada interna do anulo fibroso

(CIAF) entre os diferentes grupos injetados com Solug¢éo Salina e o Grupo Controle.
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Fonte: o autor, 2016.

Nao ocorreu diferenga estatisticamente significante entre os grupos.
Legenda: Col 1 — Colageno do tipo 1; Col 3 — Colageno do tipo 3; SS2M — Injecédo de solugao salina

apos 2 meses da pungao; SS2S — Injegédo de solugdo salina apos 2 semanas da pungéo; SSCP —
Injecéo de solugao salina no mesmo momento da pungéo; SSSP — Injegao de solugéo salina sem

puncao.

Na analise da CEAF e do AF notamos que houve diferenga estatisticamente

significante. Desta maneira rejeitamos a hipotese nula para o tipo de colageno | e lll

nas variaveis CEAF e AF. Para descobrir quais grupos tiveram diferenga

estatisticamente significante entre si, eles foram comparados aos pares. Na Tabela 8

sdo apresentados os valores de p destas comparagdes.
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Tabela 8 — Diferenca estatisticamente significante entre os grupos Solugdo Salina e Controle na
CEAF e no AF.

CEAF (Camada Externa do AF (Anulo Fibroso como

Grupos sob Anulo Fibroso) um todo)
comparacdo Col I Col i Col | Col Il
SS2M e SS2S 0,504 0,504 0,389 0,389
SS2M e SSCP <0,001 <0,001 0,013 0,013
SS2M e SSSP 0,005 0,005 0,038 0,038
SS2M e Controle 0,032 0,032 0,078 0,078
SS2S e SSCP <0,001 <0,001 0,002 0,002
SS2S e SSSP 0,002 0,002 0,007 0,007
SS2S e Controle 0,009 0,009 0,012 0,012
SSCP e SSSP 0,548 0,548 0,838 0,838
SSCP e Controle 0,003 0,003 0,103 0,103
SSSP e Controle 0,080 0,080 0,271 0,271

Fonte: o autor, 2016.

A diferenga estatisticamente significante na CEAF ocorreu em sete ocasides: 1 — entre os grupos
SS2M e SSCP (p<0,001); 2 — entre os grupos SS2M e SSSP (p=0,005); 3 — entre os grupos SS2M e
Controle (p=0,032); 4 — entre os grupos SS2S e SSCP (p<0,001); 5 — entre os grupos SS2S e SSSP
(p=0,002); 6 — entre os grupos SS2S e Controle (p=0,009); 7 — entre os grupos SSCP e controle
(p=0,003);

A diferenca estatisticamente significante no AF ocorreu em cinco ocasides: 1 — entre os grupos SS2M
e SSCP (p=0,013); 2 — entre os grupos SS2M e SSSP (p=0,038); 3 — entre os grupos SS2S e SSCP
(p=0,002); 4 — grupos SS2S e SSSP (p=0,007); 5 — entre os grupos SS2S e Controle (p=0,012);
Legenda: Col | — Colageno do tipo I; Col Il — Colageno do tipo Ill; SS2M — Injecao de SS apods 2
meses da pungdo; SS2S — Injegdo de SS apds 2 semanas da pung¢ao; SSCP — Injegdo de SS no
mesmo momento da pungédo; SSSP — Injecdo de SS sem puncgao.

Ao analisarmos a CEAF (GRAFICO 6 e TABELA 8), notamos que houve
diferenca estatisticamente significante em sete ocasides.

O grupo SS2M apresentou um aumento de colageno do tipo | (39,22%)
quando comparado aos grupos SSCP (p<0,001) com 9,14% de colageno do tipo |,
SSSP (p=0,005) com 14,96% de colageno do tipo | e controle (p=0,032) com 24,99%
de colageno do tipo I.

O grupo SS2S também apresentou um aumento de colageno | (56,74%) na
CEAF quando comparado aos grupos SSCP (p<0,001), SSSP (p=0,002) e controle
(p=0,009).

O grupo SSCP teve uma diminuicdo de colageno do tipo | (9,14%) com
diferenca estatisticamente significante (p=0,003) comparado ao grupo controle com
24,99% de colageno do tipo I.

Todas as outras possiveis comparacdes nao tiveram diferenca estatistica.
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Grafico 6 — Comparacgao percentual da distribuicdo do colageno na camada externa do anulo fibroso
(CEAF) entre os diferentes grupos injetados com Solucao Salina e o Grupo Controle.

e sy ——

100% - 4' —
90% -

80% - '
70% -
60% -
50% -
40% -
30% -
20%
10%
0%

Col 3

mCol1
b1 h

SS2ZM 8§28 SSCP SSSP CONTROLE

Grupos

AERIRRRNNN

Distribuicao do Colageno em %

Fonte: o autor, 2016.

A diferenga estatisticamente significante na CEAF ocorreu em sete ocasides: 1 — entre os grupos
SS2M e SSCP (p<0,001); 2 — entre os grupos SS2M e SSSP (p=0,005); 3 — entre os grupos SS2M e
Controle (p=0,032); 4 — entre os grupos SS2S e SSCP (p<0,001); 5 — entre os grupos SS2S e SSSP
(p=0,002); 6 — entre os grupos SS2S e Controle (p=0,009); 7 — entre os grupos SSCP e controle
(p=0,003);

Legenda: Col 1 — Colageno do tipo 1; Col 3 — Colageno do tipo 3; SS2M — Injegédo de solugao salina
apos 2 meses da puncgdo; SS2S — Injegdo de solugéo salina apds 2 semanas da pungéo; SSCP —
Injecdo de solugéo salina no mesmo momento da pungéo; SSSP — Injecdo de solugdo salina sem
puncao.

Ao analisarmos o AF como um todo (GRAFICO 7 e TABELA 8), notamos que
houve diferenga estatisticamente significante em cinco ocasides.

O grupo SS2M apresentou um aumento de colageno do tipo | (62,35%)
quando comparado aos grupos SSCP (p=0,013) com 53,00% de colageno do tipo | e
SSSP (p=0,038) com 54,90% de colageno do tipo I.

O grupo SS2S também apresentou um aumento de colageno | (76,15%) no
CEAF quando aos grupos SSCP (p<0,002), SSSP (p=0,007) e Controle (p=0,012)

com 55,58% de colageno do tipo I.

Todas as outras possiveis comparacoes nao tiveram diferencga estatistica.
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Grafico 7 — Comparacgao percentual da distribuicdo do colageno no anulo fibroso (AF) como um todo
entre os diferentes grupos injetados com Solug¢édo Salina e o Grupo Controle.
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Fonte: o autor, 2016.

A diferenca estatisticamente significante no AF ocorreu em cinco ocasides: 1 — entre os grupos SS2M
e SSCP (p=0,013); 2 — entre os grupos SS2M e SSSP (p=0,038); 3 — entre os grupos SS2S e SSCP
(p=0,002); 4 — grupos SS2S e SSSP (p=0,007); 5 — entre os grupos SS2S e Controle (p=0,012);
Legenda: Col 1 — Colageno do tipo 1; Col 3 — Colageno do tipo 3; SS2M — Injegédo de solugado salina
apos 2 meses da pungdo; SS2S — Injegdo de solugéo salina apos 2 semanas da pungéo; SSCP —
Injecdo de solugédo salina no mesmo momento da pungédo; SSSP — Injecdo de solugédo salina sem
puncao.

5.3 COMPARACAO ENTRE OS GRUPOS DEFINIDOS PELO USO DAS CELULAS
TRONCO E OS GRUPOS DEFINIDOS PELO USO DA SOLUGAO SALINA

Para cada variavel e cada tipo de colageno, em cada um dos momentos de
aplicagao, testou-se a hipdtese nula de resultados de colageno no grupo com
aplicagdo de célula tronco iguais aos resultados de colageno no grupo com
aplicagdo de solugado salina. Nas Tabelas 9, 10 e 11 sdo apresentadas as
estatisticas descritivas e os valores de p dos testes estatisticos.

Quando comparamos a CIAF dos grupos injetados com CT com o dos
injetados com SS notamos que nao houve diferenga estatisticamente significante
entre os grupos (TABELA 9).
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Tabela 9 — Comparagéo entre os grupos definidos pelo uso das células tronco e os grupos definidos
pelo uso da solugéo salina na CIAF.

Variavel Col Grupo n Média Minimo Maximo Desvjo Valo:
Padréo de p
CT2m 12 73,37 2,39 98,65 29,18
| 0,286
SS2Mm 9 85,5 42,5 97,5 18,2
CT2m 12 26,63 1,35 97,61 29,18
1l 0,286
SS2Mm 9 14,5 2,5 57,5 18,2
CT2s 9 93,36 88,93 98,33 3,28
| 0,157
§S2S 6 95,6 87,7 99,6 4.2
CT2S 9 6,64 1,67 11,07 3,28
11 0,157
S$S2S 6 4.4 0,4 12,3 4.2
CIAF
CTCP 7 96,61 92,56 99,56 2,40
| 0,800
SSCP 12 96,9 90,4 99,4 2,8
CTCP 7 3,39 0,44 7,44 2,40
1l 0,800
SSCP 12 3,1 0,6 9,6 2,8
CTSP 9 91,16 78,09 98,52 6,07
| 0,149
SSSP 8 94,8 85,9 98,7 4.4
CTSP 9 8,84 1,48 21,91 6,07
1l 0,149
SSSP 8 52 1,3 14,1 4,4

Fonte: o autor, 2016.

Nota-se que nao houve diferenca estatisticamente significante entre os grupos.

Legenda: Col — Colageno; CT2M — Injecdo de CT apods 2 meses da pungéo; CT2S — Injecdo de CT
apos 2 semanas da pungéo; CTCP — Inje¢do de CT no mesmo momento da pungéo; CTSP — Injecao
de CT sem pungao; SS2M — Injecdo de SS apds 2 meses da pungéo; SS2S — Inje¢do de SS apds 2
semanas da pung¢ao; SSCP — Injecdo de SS no mesmo momento da pungéo; SSSP — Injecdo de SS
sem puncéo; (*) teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis; p<0,05.

Quando comparamos a CEAF dos grupos injetados com CT com o dos
injetados com SS notamos que houve diferenga estatisticamente significante entre
os grupos CT2S e SS2S (p=0,018). Esta diferengca decorreu de um aumento do
colageno do tipo | no grupo SS2S (56,7%) comparado ao CT2S (13,28%). Os
valores de colageno do tipo | e lll e as comparagdes dos grupos sédo demonstrados
na Tabela 10.

Tabela 10 — Comparacéo entre os grupos definidos pelo uso das células tronco e os grupos definidos
pelo uso da solugéo salina na CEAF.

Variavel Col Grupo n Média  Minimo Maximo Desvjo Valo:
Padréo de p
| CT2M 12 25,85 1,24 68,87 19,58 0.201
CEAF ss2m 9 392 13,1 82,8 21,0 ’

i CT2M 12 74,15 31,13 98,76 19,58 0,201
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60,8 17,2 86,9 21,0

SS2M 9
CT2S 9 13,28 2,72 20,99 6,55

| 0,018
S$S82S8 6 56,7 8,7 98,7 32,8
CT2s 9 86,72 79,01 97,28 6,55

i 0,018
S$828 6 43,3 1,3 91,3 32,8
CTCP 7 14,91 6,38 29,11 8,16

I 0,063
SSCP 12 9,1 1,6 21,9 6,9
CTCP 7 85,09 70,89 93,62 8,16

i 0,063
SSCP 12 90,9 78,1 98,5 6,9
CTSP 9 12,05 2,29 36,52 10,54

I 0,773
SSSP 8 15,0 3,1 60,6 19,7
CTSP 9 87,95 63,48 97,71 10,54

! 0,773
SSSP 8 85,0 39,4 96,9 19,7

Fonte: o autor, 2016.

Nota-se que houve diferenca estatisticamente significante entre os grupos CT2S e SS2S (p=0,018)
Legenda: Col — Colageno; CT2M — Injecdo de CT apos 2 meses da pungéo; CT2S — Injegdo de CT
apos 2 semanas da pungéo; CTCP — Inje¢do de CT no mesmo momento da pungéo; CTSP — Injecao
de CT sem pungao; SS2M — Injecdo de SS apds 2 meses da pungéo; SS2S — Inje¢do de SS apds 2
semanas da pung¢ao; SSCP — Inje¢cdo de SS no mesmo momento da pungéo; SSSP — Injecdo de SS
sem puncgéo; (*) teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis; p<0,05.

Quando comparamos o AF dos grupos injetados com CT com o dos injetados
com SS notamos que houve diferencga estatisticamente significante entre os grupos
CT2S e SS2S (p=0,025). Novamente esta diferenca decorreu de um aumento do
colageno do tipo | no grupo SS2S (76,1%) comparado ao CT2S (53,32%). Os
valores de colageno do tipo | e lll e as comparagdes dos grupos sdo demonstrados

na Tabela 11.

Tabela 11 — Comparacéo entre os grupos definidos pelo uso das células tronco e os grupos definidos
pelo uso da solugéo salina no AF.

Variavel Col Grupo n Média Minimo Maximo Desv~|o Van:
Padréo de p
CT2M 12 49,61 2,16 78,59 22,21
| 0,155
SS2M 9 62,3 27,8 88,9 16,1
. CT2m 12 50,39 21,41 97,84 22,21
Anulo ]l 0,155
Fibroso SS2Mm 9 37,7 11,1 72,2 16,1
como um CT2s 9 53,32 47,90 59,15 3,62
todo | 0,025
S$S2S 6 76,1 48,2 97,4 17,5
CT2s 9 46,68 40,85 52,10 3,62
11 0,025
S$S2S 6 23,9 2,6 51,8 17,5
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| CTCP 7 55,76 51,10 64,33 4,57 0.151
SSCP 12 53,0 48,6 60,7 3,5 ’
CTCP 7 44,24 35,67 48,90 4,57

i 0,151
SSCP 12 47,0 39,3 51,4 3,5
CTSP 9 51,61 43,83 64,43 6,59

I 0,534
SSSP 8 54,9 45,5 79,5 11,1
CTSP 9 48,39 35,57 56,17 6,59

i 0,564
SSSP 8 45,1 20,5 54,5 11,1

Fonte: o autor, 2016.

Nota-se que houve diferenca estatisticamente significante entre os grupos CT2S e SS2S (p=0,025).
Legenda: Col — Colageno; CT2M — Injegcédo de CT apos 2 meses da puncdo; CT2S — Injegdo de CT
apos 2 semanas da pung¢ao; CTCP — Injecao de CT no mesmo momento da pungéo; CTSP — Injecao
de CT sem puncédo; SS2M — Injecao de SS apods 2 meses da pungao; SS2S — Injecao de SS apos 2
semanas da pung¢ao; SSCP - Injecdo de SS no mesmo momento da pungéo; SSSP — Injecdo de SS
sem puncéo; (*) teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis; p<0,05.
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6 DISCUSSAO

O uso de modelos experimentais de degeneracao discal em animais permitiu
avancos significativos no entendimento das alteragdes que acontecem na instalagao
da degeneracao discal.

A indugado da degeneracéo discal foi estudada a fundo em outro brago desta
linha de pesquisa através de laminas coradas em hematoxicilina-eosina, fast-green e
sirius red (15). No estudo em questdo foram usadas laminas obtidas da mesma
espécie e populagdo de coelhos e a indugdo da degeneragéo discal foi conduzida
igualmente ao presente estudo. A padronizagédo da indugcdo da Degeneracéo Discal
nos coelhos deste experimento através do método de pungédo com agulha foi eficaz
e reproduziu de maneira semelhante aos resultados de outros estudos que utilizaram
a mesma técnica (15,53,54,166,169).

O estudo experimental utilizando coelhos apresenta alguns pontos fortes
quando comparados a outros animais como cachorros, porcos, ovelhas e ratos. Os
coelhos sdo quadrupedes com 7 vertebras lombares e sdo pequenos comparados a
maioria dos outros animais. Apesar de quadrupedes, eles locomovem-se por
propulsdo sobre as patas traseiras, o0 que aumenta a carga axial na coluna vertebral
(166). Desta forma a degeneracédo discal pode ocorrer igualmente em todos os
niveis lombares. Assim, diferentes niveis no mesmo animal podem ser usados como
discos controles e intervengao (170).

A comparagao entre estudos experimentais que envolvem degeneragao discal
experimental € uma tarefa dificil uma vez que diferentes métodos sao aplicados para
induzir a degeneragao. Varios modelos foram utilizados até o momento como a
nucleotomia (55-58), aspiracdo do NP (59-61), carga axial (62), e a pungao por
agulha direta (63-66) ou percutdanea com auxilio de fluoroscopia (67,68). Outros
autores fizeram a associagdo de mais de um destes métodos (69-73). Outra forma
utilizada envolve o uso de agentes quimicos como a fibronectina e a camptotecina
que induzem a apoptose celular (63,171).

Quando usamos a pungao por agulha para induzir a degeneragéo discal, a
técnica de pungao € importante. Artigos sobre modelos com pungéo por agulha no
AF de coelhos mostram que a taxa de degeneragao discal tem correlagao positiva
com a profundidade da puncédo e o didmetro da agulha (53,54,172). Em nossa

metodologia usamos a pungao com 5 mm de profundidade e a espessura de 40X12
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mm, equivalente a 18 G 1 7% Nosso estudo obteve sucesso em induzir a
degeneragao discal o que condiz com estudos que demonstram que a degeneragéo
€ mais proeminente em pungdes mais profundas de 5 mm ou mais do que naquelas
superficiais com 1 mm (172,173). Quanto a espessura da agulha, estudos
demonstram que agulhas de didmetro mais largo (de 16 a 27 gauge) induzem
melhor a degeneragao discal (54,173).

Ainda que uma agulha mais larga ou uma pun¢ao mais profunda pudesse ter
sido utilizada para uma degeneragao mais pronunciada, devemos levar em conta o
risco de um instrumento deste porte levar a lesdo ou irritagdo das PVs, podendo
resultar em instabilidade e formacéo de ostedfitos. Além disso, ja foi demonstrado
que lesdes rotacionais (com o uso de brocas) e lesdes por pungdes maiores de 40%
da altura do disco estdo propensas a nao regenerar independente do método de
tratamento utilizado (174-176).

Ao comparamos nossa metodologia histologica com os estudos atuais,
podemos observar algumas diferengas com respeito a padronizagao do método e ao
espectro de observacao. Isto deve-se principalmente ao fato do presente estudo
objetivar o entendimento exclusivo de uma unica variavel estrutural, o colageno,
localizado em uma localizacado especifica no DIV, o AF. Como podemos observar na
Tabela 1, a maioria dos estudos avalia apenas o NP. Poucos estudos buscam
entender as modificagdes do AF na terapia celular em discos degenerados
(59,60,64,67,68,71,155,156).

Outra diferenca do presente estudo para os demais na literatura esta no plano
do corte histologico da anadlise tecidual. A maioria dos estudos avalia
histologicamente o DIV em cortes sagitais que incluem as PVs (57,60-69,72-
74,147,156) enquanto nosso estudo avalia cortes axiais 0 que permite uma
visualizagdo ampla e completa do AF. Além disso, em nossa abordagem tentamos
diminuir o dano as células, uma vez que os cortes sagitais apresentam uma
diferenca na consisténcia entre o osso e o disco no processo de corte, o que é
minimizado nos cortes axiais, uma vez que cortam apenas o disco.

Ao comparar a metodologia de preparo e implante celular de nosso estudo
com a literatura contemporanea, entendemos que as principais limitagdes deste
estudo foram:

a) na avaliagao do colageno: O sirius red sé consegue avaliar o colageno do

tipo | e Ill. Nao utilizamos a imunohistoquimica para avaliar o colageno do
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tipo I, que esta relacionado na maioria dos estudos, como fator indicativo
de regeneracéo tecidual,

b) no preparo celular: Nao cultivamos as células, porém usamos as células
mononucleares. O numero de células injetado pode ser um fator
determinante no tratamento;

c) na injec&o celular: Utilizamos o meio de MEMD com SBF como carreador.
A maioria dos estudos utiliza hidrogéis ou fibrina associados ou ndo ao
acido hialurdnico.

Grande parte dos estudos contemporaneos utiliza a imunohistoquimica para
avaliar os diferentes tipos de colageno (1,10,38,45,55,60,61,66,68-
70,133,141,147,177,178). Como podemos notar, os precursores nesta area datam
do final dos anos 90 (1,45). Esta avaliagdo tem como principal vantagem a sua
especificidade, no entanto, em nosso meio, ainda € um método caro. Em nosso
estudo, o sirius red mostrou-se um meétodo simples e barato para avaliar o colageno
do tipo I e lll.

Quanto ao numero de células injetados no tratamento, os estudos atuais nao
apresentam um padrao definido. Alguns sugerem que o cultivo celular é essencial
para o sucesso do tratamento, no entanto a maioria dos estudos ndo discute
consideragdes sobre o numero celular ideal. Serigano et al. (60), indicaram que a
dose o6tima de CTMs autélogas em cachorros é de 1 X 10% células. No entanto,
Ghosh et al. (74) sugerem que uma dose menor de 0,1 X 10° pode ser mais eficaz.
Em seu estudo em ovelhas eles verificaram que uma dose menor parece ser mais
benéfica dado ao pobre suplemento nutricional do NP. Segundo os autores, um
numero exacerbado de células neste ambiente com baixa oferta nutricional pode
levar as células a competir pelo suplemento o que pode ser destrutivo para o NP
devido ao acumulo de células mortas e produtos de degradacéo celular (74).

Ainda no cultivo celular, a estimulagdo da diferenciagdo discogénica das
CTMs também pode ser conseguida por co-cultura. As CTMs podem ser cultivas
diretamente com o contato com células do DIV. Isto tém sido demonstrado tanto com
células do CTM-MO (148) quanto com CTM-TA (179). Além do mais, durante co-
cultura de CTM-MO e células do NP, foi visualizado que elas comunicam-se de uma
maneira bidirecional que resulta em uma melhora no fendtipo das células do NP e
também na diferenciacéo das células CTM (148). Isto sugere que a implantagao das

CTMs pode exercer efeitos paracrinos nas células do NP degeneradas que residem
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no disco e ajudar a restaurar a func¢ao celular discal normal, ajudando no processo
de reparo.

Em nosso trabalho utilizamos as células tronco mononucleares levando em
consideragao o fato de serem obtidas apdés um processo mais simples do que as
mesenquimais, pois necessitam apenas passar por dois processos de centrifugagao
e pelo gradiente de densidade Ficoll-Hypaque (método de Boyum (167)), ao passo
que as CTM necessitam passar por estes mesmos processos € apos, ainda, pela
cultura e expansao celular por aproximadamente 14 a 16 dias, apresentando assim
custos mais elevados e com riscos maiores de contaminacgéo (123).

A injecdo de CTM e células mononucleares precursoras mesenquimais
tipicamente é segura, ainda que tenha um potencial para formacédo de ostedfitos
periféricos o que sugere a importancia de um carreador adequado e seguro quando
injetamos células nesta regido (65). Neste sentido, o carreador pode permitir a célula
receber cargas axiais que € importante para estimular a sintese de matriz
extracelular além de poder induzir a diferenciacdo das CTM sem outro estimulo
exdgeno (140). Diferentes carreadores tém sido utilizados na literatura como o
hidrogel de citosan-glicerofosfato (140), hidrogel de polisulfato incorporado em glicol
polietileno (180) e outras variagdes de hidrogéis (181-183) assim como a cola de
fibrina (55). Apesar desses estudos defenderem o uso de um carreador celular na
aplicacao das células tronco, a literatura é controversa neste quesito. Outros estudos
utilizam apenas soro fisiolégico (155), solugdo salina com fosfato (66) ou, até
mesmo, nenhum carreador (60,68). Em nosso estudo utilizamos o meio de cultura
MEMD contendo 20% de soro bovino fetal, método que também tem sido usado com
sucesso na literatura (67).

Uma das grandes utilidades dos estudos experimentais na pesquisa da
degeneragao celular € provar precedentes confiaveis para que ensaios clinicos em
humanos possam ser conduzidos com seguranga. Estudos experimentais com CTM
humanas em animais demonstraram que elas podem sobreviver por, pelo menos, 26
semanas e diferenciar-se em um fendtipo condrocitico, com regulagao de colageno
do tipo Il, agrecans e podem melhorar a aparéncia discal em imagens de RM
(57,68,156).

Neste contexto alguns estudos clinicos tém sido conduzidos (133,158-162).
Como podemos observar na Tabela 2, ha apenas um estudo com nivel | de

evidéncia. O primeiro estudo da terapia celular em discos degenerados de humanos
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apresentou resultados insatisfatérios sendo que 80% dos pacientes necessitaram
um procedimento cirurgico no seguimento de um ano (158). No entanto, desde
entdo, os resultados até o momento s&o encorajadores. A terapia celular parece ser
capaz de reduzir os sintomas clinicos e evitar procedimentos cirurgicos em um prazo
de até 2 anos (133,159-162). Ainda assim, apesar da melhora no sinal de T2 na RM
(133,159,160), a terapia celular ainda nao foi capaz de reestabelecer a altura discal

do disco degenerado (160).

6.1 ANALISE DAS ALTERACOES DO COLAGENO NO ANULO FIBROSO APOS
LESAO EXPERIMENTAL

No que diz respeito a distribuicdo do colageno no DIV, a maioria dos estudos
da literatura refere-se ao DIV como uma estrutura circundada por um AF composto
basicamente de colageno do tipo | enquanto o colageno do tipo Il € mais frequente
no NP e nas camadas internas do AF (23,24,46,72,133,178).

Nosso estudo tem a limitagcdo de avaliar apenas o colageno do tipo | e do tipo
lll, uma vez que utilizamos o sirius red como corante. No entanto, este corante
mostrou-se uma ferramenta valiosa da avaliagdo do colageno do tipo Ill. Nossos
resultados demonstram que o colageno do tipo Ill € comum no AF e é mais
abundante na CEAF do que o colageno do tipo I, fato que nao foi atentado pela
literatura até a presente data. Alguns estudos sugerem que o colageno do tipo Il €
encontrado predominantemente pericelular (23,24). Em nosso estudo verificamos
sua presenca difundida na CEAF.

Em nossa casuistica tomamos o grupo controle como padrdo normal de
distribuicdo percentual de colageno no AF de discos intervertebrais de coelhos. O AF
apresentou 56% de colageno do tipo | e 44% de colageno do tipo Il divididos em
86% do colageno Tipo | para 14% de colageno do Tipo Il na CIAF e 75% do
colageno Tipo Il para 25% de colageno do Tipo lll na CEAF (GRAFICO 1). Desta
maneira notamos que um disco normal apresenta muito mais colageno do tipo Ill na
CEAF e mais colageno do tipo | na CIAF.

Os dados do presente estudo demonstram que um dado importante na
avaliagao da degeneracéao discal é a diminuicdo do colageno do tipo lll associada ao
aumento de colageno do tipo | na CEAF.
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6.2 ANALISE DA INFLUENCIA DA INJECAO DE CELULAS MONONUCLEARES
AUTOLOGAS SOBRE ESTAS ALTERAGOES

Como podemos observar nos Graficos 2-7, o0s grupos apresentaram
diferengas entre si e com o grupo controle. Nas Tabelas 5-11 podemos notar que em
alguns casos essa diferencga foi estatisticamente significante. Organizando os grupos

para as comparagdes, evidenciamos o seguinte:

6.2.1 Comparacgao entre os grupos definidos pelo uso da solugao salina entre

si e com o grupo controle

Quando comparamos os grupos injetados com SS entre si e com o grupo
Controle, foi demonstrado diferenca estatisticamente significante entre os grupos na
CEAF e no AF.

Na CEAF a diferencga estatisticamente significante ocorreu em sete ocasides:
1 — entre os grupos SS2M e SSCP (p<0,001); 2 — entre os grupos SS2M e SSSP
(p=0,005); 3 — entre os grupos SS2M e Controle (p=0,032); 4 — entre os grupos
SS2S e SSCP (p<0,001); 5 — entre os grupos SS2S e SSSP (p=0,002); 6 — entre os
grupos SS2S e Controle (p=0,009); 7 — entre os grupos SSCP e controle (p=0,003).

Ao comparar os grupos injetados com solugéo salina aos pares no AF nota-se
que ocorreu diferenga estatisticamente significante em cinco ocasides: 1 — entre os
grupos SS2M e SSCP (p=0,013); 2 — entre os grupos SS2M e SSSP (p=0,038); 3 —
entre os grupos SS2S e SSCP (p=0,002); 4 — grupos SS2S e SSSP (p=0,007); 5 —
entre os grupos SS2S e Controle (p=0,012).

Analisando estes dados notamos que nao houve diferenca estatisticamente
significante entre o SSSP e controle o que era esperado uma vez que o SSSP néao
foi induzido a degeneracéo discal. Este dado sugere que a SS nao € uma substancia
que, isoladamente, altere a proporg¢ao entre colageno do tipo | e tipo Il e funcionou
como o efeito placebo desejado.

Notamos um aumento do colageno do tipo | na CEAF nos Grupos SS2M e
SS28S. Isto ocorreu tanto na comparagdo com o SSSP como com o grupo controle.
Estes dados apontam que a lesdo discal causada pela pungdo por agulha nao

cicatrizou e nao foi influenciada pelo uso da solugao salina apés duas semanas nem
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apos 2 meses. Os discos dos grupos SS2M e SS2S evoluiram com degeneragéo
discal.

A grande excecéao de nossos resultados na comparagao dos grupos injetados
com solugdo salina e o grupo controle encontra-se ao comparamos o SSCP com os
outros grupos e o grupo controle. Os grupos apresentam diferenga estatisticamente
significante como era esperado, uma vez que o grupo SSCP foi induzido a
degeneragao com a puncgao por agulha. No entanto, esta diferenga ocorreu com um
aumento do colageno do tipo Ill na CEAF. Estes dados sugerem que ocorreu uma
provavel cicatrizagdo da lesdo causada pela puncdo, fato que ganha forgca ao
compararmos o SSCP com o SS2M e SS2S, notamos que ha diferenga

estatisticamente significante entre os grupos.

6.2.2 Comparacgao entre os grupos definidos pelo uso das células tronco entre

si e com o grupo controle

Nao houve diferenga estatisticamente significante entre os grupos CTSP e
controle. Dessa maneira, presumimos que 0 uso das células tronco mononucleares
sem a indugdo da degeneragao discal ndo altera a distribuicdo da proporgdo de
colageno do tipo | e do tipo lll.

Como nao houve diferenca estatisticamente significante entre os grupos
CTCP e controle acredita-se que o0 uso das células tronco mononucleares
concomitante a indugcdo da degeneragdo discal ndo altera a distribuicdo da
proporgcao de colageno do tipo | e do tipo Ill. Presume-se que a terapia com células
tronco mononucleares foi capaz de cicatrizar a lesdo causada pela pungao por
agulha.

Também ndo houve diferenga estatisticamente significante entre os grupos
CT2S e controle. Assim, o uso das células tronco mononucleares concomitante a
inducédo da degeneracao discal ndo altera a distribuicdo da propor¢céo de colageno
do tipo | e do tipo Ill. Presume-se que a terapia com células tronco foi capaz de
remodelar a lesdo causada pela pungao por agulha apds 2 semanas.

Quando comparamos o CT2M com os demais grupos injetados com CT e
com 0O grupo controle, nota-se que a diferenca estatisticamente significante na CIAF
ocorreu em duas ocasides: 1 — entre os grupos CT2M e CTCP (p=0,003); 2 - CT2M

e Controle (p=0,015). O CT2M mostrou um aumento de colageno do tipo Il
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diminuindo a propor¢do de colageno do tipo |. Isto mostra um desarranjo em
comparagao com o grupo controle. Estes dados sugerem que a terapia com células
tronco mononucleares nao foi capaz de reverter as alteragdes causadas pela puncgao
por agulha apds 2 semanas. No entanto, ndo houve diferenga estatisticamente

significante na CEAF e no AF.

6.2.3 Comparacao entre os grupos definidos pelo uso das células tronco entre

si e com o grupo controle

Em nosso estudo, analisando o AF como um todo, podemos notar uma
diferenca entre os grupos que foram injetados 2 meses apés a puncado. O CT2M
(CT), demonstrou um discreto aumento no colageno do tipo Il e foi dividido em
49,61% do tipo | e 50,39% do tipo Ill. O SS2M, demonstrou 62,35% do tipo | e
37,65% do tipo Ill. Podemos observar que o grupo que recebeu as CT apresentou
uma divisdo mais proxima do grupo controle, enquanto o grupo de solugao salina
teve um aumento expressivo na proporg¢ao do colageno do tipo |, essa desproporgéo
deu-se na CEAF, indicando um desarranjo na estrutura do AF. No entanto, esta
diferenca nao foi estatisticamente significante.

O mesmo aumento do colageno do tipo | na CEAF e no AF como um todo
pode ser observado também na comparacéo dos grupos injetados 2 semanas apos
a puncao, o CT2S, demonstrou 53,32% do tipo | e 46,68% do tipo Ill. O SS2S
demonstrou 76,15% do tipo | e 23,85% do tipo Ill. Mais uma vez podemos observar
que o grupo que recebeu as CT apresentou uma divisdo mais proxima do grupo
controle, enquanto o grupo de solucdo salina teve um aumento expressivo na
propor¢cao do colageno do tipo 1, novamente as custas da CEAF. Na analise
estatistica notamos que houve diferenga estatisticamente significante tanto na CEAF
(p=0,018) como no AF (p=0,025).

Desta maneira, nossos dados sugerem que a terapia com CT mononucleares
foi capaz de remodelar as alteragdes causadas pela lesdo causada pela puncao por
agulha quando as CT séao injetadas apos 2 semanas mas nao obteve o mesmo éxito
quando injetadas ap6s 2 meses. Mesmo que os dados do CT2M tenham sido mais
proximos do grupo controle do que os dados do CT2S, esta diferenca nao teve
significancia estatistica.
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No entanto quando comparamos os grupos que foram injetados
simultaneamente com a pung¢ao, o CTCP demonstrou $5,76% do tipo | e 44,24% do
tipo 1ll. J& o SSCP demonstrou 53% do tipo | e 47% do tipo Ill. Na analise estatistica
nao houve diferenca estatisticamente significante entre os grupos. Confrontando os
grupos com o grupo controle notamos que ndo ha grande diferengca, o que sugere
que o disco foi capaz de cicatrizar a pungdo sem desenvolver degeneragao discal
em ambos os grupos. Aqui encontra-se a maior incompatibilidade com o resultado
esperado, uma vez que era esperado que o SSCP demonstra-se degeneragao com
uma mudanga na propor¢ao entre o colageno no tipo | e o do tipo Ill apds a pungéo.
Isto sugere que a lesdo causada nos discos do SSCP cicatrizou.

Ao comparar os grupos injetados sem a pungao, O CTSP, demonstrou 51,61
do tipo | e 48,39% do tipo Ill. Enquanto o SSSP demonstrou 54,9% do tipo | e
45,10% do tipo lll. Entre estes grupos notamos que nédo grande diferenga entre os
grupos experimentos e o grupo controle, como era esperado, uma vez que eles nao
foram induzidos a degeneracao pela puncdo. Na analise estatistica ndo houve
diferenca estatisticamente significante entre os grupos. Zhang et al, injetaram CTM
em coelhos sem induzir a degeneragao previamente e os avaliaram posteriormente
com Histoquimica com o objetivo de saber se as células do transplante alogénico de
CTM poderiam sobreviver e aumentar a quantidade de proteoglicanos nos discos
intervertebrais. Eles verificaram que a quantidade de ARN-m de proteoglicanos e
colageno do tipo Il aumentou no grupo com CTM e o colageno do tipo | manteve-se
inalterado (154). Estes dados corroboram com os Grupos CTSP e SSSP de nosso
estudo que sdo os grupos que nao foram induzidos a degeneragao discal em nossa
pesquisa, indicando que as CTM né&o alteram a estrutura do colageno em discos

injetados sem degeneragao discal.
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7 CONCLUSAO

Quanto a andlise das alteragées do colageno no AF apds lesdo experimental
podemos concluir:
a) o colageno do tipo Ill € comum no AF e é mais abundante na CEAF do que
o colageno do tipo [;
b) a diminuigdo do colageno do tipo Ill associada ao aumento de colageno do
tipo | na CEAF sao fatores determinantes de degeneracgao discal.
Quanto a analise da influéncia da injegao de células mononucleares autdlogas
sobre estas alteragcbes podemos concluir:
a) o tratamento com células mononucleares precursoras mesenquimais €
capaz de reduzir as alteragdes na distribuigcdo do colageno do tipo | e lll no
AF de discos degenerados quando aplicados até 2 semanas apos a

inducdo da degeneragao.
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