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RESUMO

Objetivo: Avaliar a influéncia da injegdo de células-tronco mononucleares autdélogas sobre
as alteracdes histolégicas do coldgeno no anulo fibroso do disco intervertebral apés lesdo
experimental.
Meétodos: Foram submetidos 32 coelhos New Zealand a puncéao do discos intervertebrais lom-
bares seguida de injecdo intradiscal de células mononucleares provenientes da crista iliaca
versus injecdo de solucgdo salina nos seguintes periodos tempo: dois meses apés a lesdo
(CT2M e SS2M), duas semanas (CT2S e SS2S), imediatamente apés a lesao (CTCP e SSCP) e
sem induzir a degeneragdo (CTSP e SSSP). Apés dois meses da terapia celular, os animais
foram submetidos a eutanadsia e as alteracdes do colageno nos discos intervertebrais foram
avaliadas histologicamente.
Resultados: Houve diferenca estatisticamente significativa na CEAF entre os grupos CT2S e
SS2S (p=0,018). Essa diferenca decorreu de um aumento do colageno do tipo I no grupo SS2S
(56,7%) comparado com o CT2S (13,28%).
Conclusdo: O tratamento com células mononucleares precursoras mesenquimais é capaz de
reduzir as alteragdes na distribuicao do colageno do tipo I e Il no AF de discos degenerados
de coelhos até duas semanas apds a inducdo da degeneracao.
© 2016 Sociedade Brasileira de Ortopedia e Traumatologia. Publicado por Elsevier Editora
Ltda. Este é um artigo Open Access sob uma licenca CC BY-NC-ND (http://
creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).

Influence of mononuclear cell therapy on disk degeneration in rabbits

ABSTRACT

Objective: The objective of this research was to evaluate the influence of autologous mono-
nuclear stem cells injections on histological changes of collagen in the fibrous annulus of
the intervertebral disc after experimental injury.

* Trabalho desenvolvido no Servico de Ortopedia e Traumatologia, Hospital Universitario Cajuru, Pontificia Universidade Catdlica do

Parana, Curitiba, PR, Brasil.
* Autor para correspondéncia.

E-mail: evialle@hotmail.com (E.N. Vialle).
http://dx.doi.org/10.1016/j.rb0.2016.03.007
0102-3616/© 2016 Sociedade Brasileira de Ortopedia e Traumatologia. Publicado por Elsevier Editora Ltda. Este é um artigo Open Access
sob uma licenga CC BY-NC-ND (http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).

Como citar este artigo: Favaro RC, et al. Influéncia da terapia celular mononuclear sobre a degeneracdo discal em coelhos. Rev Bras Ortop. 2016.
http://dx.doi.org/10.1016/j.rb0.2016.03.007



dx.doi.org/10.1016/j.rbo.2016.03.007
dx.doi.org/10.1016/j.rbo.2016.03.007
http://www.rbo.org.br
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
mailto:evialle@hotmail.com
dx.doi.org/10.1016/j.rbo.2016.03.007
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/

RBO-1082; No.of Pages9

2

REV BRAS ORTOP.2016;XXX(XX): XXX-XXX

Cell and tissue-based therapy

Methods: 32 New Zealand rabbits were submitted to intervertebral disc puncture, followed
by intradiscal injection of mononuclear cells from the iliac crest versus saline injection in
the following time periods: two months after the injury (CT2M and SS2M), two weeks (CT2S
and SS2S) immediately after injury (CTCP and SSCP), and without inducing degeneration
(CTSP and SSSP). Two months after cell therapy, the animals were euthanized and collagen
changes in the intervertebral discs were histologically evaluated.

Results: There were significant differences in CEAF between CT2S and SS2S groups (p =0.018).
This difference was due to an increase in type I collagen in SS2S group (56.7%) compared to

Conclusion: Treatment with mesenchymal precursor mononuclear cells reduced changes in
the type I and III collagen distribution in rabbits AF degenerated discs up to two weeks after

© 2016 Sociedade Brasileira de Ortopedia e Traumatologia. Published by Elsevier Editora
Ltda. This is an open access article under the CC BY-NC-ND license (http://

creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).

Histology
Rabbit

CT2S (13.28%).

the induction of degeneration.
Introducao

A degeneracdo discal faz parte do processo de envelheci-
mento e compreende a perda das caracteristicas estruturais,
biolégicas e bioquimicas do disco intervertebral (DIV).!
Caracteriza-se pela apresentacdo de células disfuncionais e
um decréscimo dos seus componentes intracelulares, leva
a perda gradual de fluido intradiscal? Isso acarreta uma
desidratacdo discal que inclui uma cascata de fatores que
podem levar a sintomas e limitagdo funcional. O principal
sintoma da degeneracéo discal é a dor lombar.>

A etiologia da degeneracdo discal é multifatorial e tanto
fatores ambientais quanto constitucionais exercem papéis
com varidveis graus de importancia.* Esforco fisico, méa pos-
tura, obesidade, ocupacdo, cigarro, alcool e diabetes estdo
envolvidos na etiologia da degeneracdo discal sintomética
(DDS).5

A dor lombar é a segunda causa de consulta médica nos
Estados Unidos. Em todo o mundo, cerca de 60 a 80% das
pessoas terdo dor lombar durante a vida. Segundo dados ame-
ricanos, 20 bilhdes de délares ao ano sdo gastos em custos
diretos para tratamento da dor lombar cronica; somados as
despesas indiretas, esse valor ultrapassa os 100 bilhdes de
délares.”

A fim de amenizar esse quadro alarmante, diversas
estratégias terapéuticas tém sido tentadas, incluindo desde
modalidades ndo invasivas - como medicagdo antinflamatéria
e fisioterapia — até procedimentos cirdrgicos, como artrodese,
terapia intradiscal eletrotérmica e substitui¢do total do disco.
Entretanto, os meios terapéuticos atuais direcionam-se ao tra-
tamento dos sintomas, e néo a interrupg¢do e/ou recuperacio
do processo degenerativo.® Como opc¢des de aplicacdo de
novas tecnologias, diversos modelos biolégicos de tratamento
tém sido propostos. Por meio do uso de elementos celulares,
propde-se a atuacao direta na modulacdo do processo dege-
nerativo, por meio da introducdo de células potencialmente
capazes de reconstruir o tecido lesado.’

A partir de um modelo animal previamente estudado e vali-
dado nessa instituicdo de ensino,'° o objetivo desta pesquisa é
avaliar a influéncia da injecdo de células mononucleares auté-
logas sobre as alteragdes histolégicas do coldgeno no anulo
fibroso (AF) do disco intervertebral apds lesdo experimental.

Material e métodos

Os experimentos deste estudo foram feitos de acordo com
as normas e os principios éticos do Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal (Cobea). Os métodos foram baseados
em estudos prévios feitos nessa institui¢do’®'? e nos traba-
lhos de Lipson e Muir,'> Masuda et al.’* e Rousseau et al.™®

Esta pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica no Uso de
Animais da Pontificia Universidade Catdlica do Parand sob o
n° 377 e foi executado de acordo com as normas da Declarac¢do
de Helsinque da Associa¢do Médica Mundial.

Foram usados coelhos (Oryctolagus cuniculus), machos,
brancos, da raca New Zealand, entre 2,5 a 3kg, com cerca de
oito meses de vida.

Apbs o procedimento anestésico padrao (10-12) os coelhos
foram posicionados em decubito lateral direito e submetidos
a uma lombotomia com exposi¢do da coluna lombar por via
retroperitoneal (fig. 1), exp0Os-se a superficie anterior de 5 DIVs
lombares consecutivos (L2-L3 a L6-L7). Os trés discos experi-
mentais foram puncionados com agulha 40X12 mm (18 G 1 ¥2),
em uma profundidade de 5mm, que permaneceu no interior
do DIV por 5 segundos (fig. 2).

Figura 1 - Preparo cirirgico.

Os coelhos anestesiados eram posicionados em decubito
lateral direito e abordados em acesso posterolateral
retroperitoneal.
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