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RESUMO

Aterapia celular, ainda experimental, tem melhorado sobremaneira as degeneragées de cartilagens, discos vertebrais e musculos, tenddes e
ossos. Neste trabalho, focaremos nossa experiéncia na terapia celular aplicada a regeneragdo do disco vertebral. Os tépicos que serdo abor-
dados sdo: 1) doenga degenerativa de discos intervertebrais; 2) células-tronco e terapia celular; 3) terapia celular em doen¢a degenerativa
de discos intervertebrais; 4) avaliagdo clinica, antropométrica, exames complementares e questiondrio de auto-avaliagdo do paciente; 4)
coleta, isolamento e expansdo de células tronco mesenquimais; 5) controle de qualidade das células tronco mesenquimais; 6) preparo do
plasma rico em plaquetas; 7) ressondncia nuclear magnética com mapeamento em T2.
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ABSTRACT

Cell therapy, still experimental, has greatly improved the degenerations of cartilages, vertebral discs, muscles, tendons and bones. In this
work, we will focus on our experience in cell therapy applied to the regeneration of the vertebral disc. The topics that will be addressed are:
1) degenerative disease of intervertebral discs; 2) stem cells and cell therapy; 3) cell therapy in degenerative disease of intervertebral discs;
4) clinical, anthropometric evaluation, complementary exams and self-assessment questionnaire; 4) collection, isolation and expansion of
mesenchymal stem cells; 5) quality control of mesenchymal stem cells; 6) preparation of platelet rich plasma; 7) magnetic resonance imag-
ing with T2 mapping.
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INTRODUCAO

Nao € novidade para ninguém que os avancos da medicina
tém trazido inumeros beneficios para a populacado mundial.
Basta verificarmos a nova expectativa de vida: ela mais do que
dobrou em menos de um século. A descoberta de drogas mais
especificas, antibioticos mais potentes, técnicas cirurgicas me-
nos agressivas, materiais biocompativeis que substituem partes
do corpo e uns cem numero de inovacgoes e solugdes cientificas
que pesquisam doencas que ha pouco tempo matavam em
meses, sao hoje controladas e curadas com o simples uso de
um tratamento especifico.

Todavia, essas medicagoes tem promovido uma série de
situacoes paralelas como, por exemplo: efeitos colaterais
das drogas, colocacao de proteses ou materiais com prazo
de validade, re-operacoes com uma série de complicagoes
€ insucessos.

Até agora o nosso objetivo era tratar, mas nao se conseguia
regenerar a regiao acometida e assim, segmentos do nosso
corpo se desgastavam com o passar dos anos.

Com o aumento da nova expectativa de vida, ela (a vida)
continua, muitas vezes a custa de muitos sacrificios, pois as doencas
degenerativas vao nos corroendo e nos freando diante dos anos.

A Medicina Regenerativa vem tentando trazer solugoes
exatamente para tratar, reparar biologicamente as estruturas
degeneradas. Claro que esse reparo ou regeneragao nao tem
o objetivo de provocar um renascimento setorial de maneira
plena nos orgaos ou tecidos acometidos. Mas, refazer certa
parte e assim, viabilizar o funcionamento minimo dessa estru-
tura, restaurando esta vida lacunar. Mesmo que em pequenas
partes, mas o suficiente para promover a saude funcional do
segmento. Muita coisa em medicina regenerativa ainda esta
por vir. Os mais diversos centros mundiais de pesquisa de
reconhecimento notorio, tem se dedicado a esse tema. Sao
muitas pesquisas e artigos cientificos sendo produzidos, mas aos
poucos ja comecam a chegar ao nosso meio a oportunidade
de iniciar essa terapia revolucionaria.

Na ortopedia, temos utilizado trés ferramentas, para realizar
a medicina regenerativa: 1 - medicagoes biologicas, anabdlicas,
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utilizadas para tratamento da osteoporose, e que também pro-
movem o crescimento do tecido 6sseo, cartilaginoso e vascular.
2 - terapia por ondas de choque indicada em varias situacGes,
além de promover uma analgesia e melhora da inflamacao,
também promove a regeneracao de novos tecidos. 3 - terapia
celular, ainda experimental, que tem melhorado sobremaneira
as degeneragoes de cartilagens, discos vertebrais e musculos,
tendoes e o0ssos. Neste trabalho, focaremos nossa experiéncia
na terapia celular aplicada a regeneracao do disco vertebral 22,

DOENCA DEGENERATIVA DE
DISCOS INTERVERTEBRAIS

A degeneragao discal € um fenomeno fisiologico que faz
parte do envelhecimento do corpo humano. Todavia, tem-se
observado uma degeneragao mais precoce em fungao dos
habitos da vida moderna e também pela maior expectativa
de vida .

Quando a degeneracao discal altera de maneira considera-
vel a unidade motora-funcional da coluna vertebral, fenomenos
patoldgicos desenvolvem-se assim como: herniamento discal
com ou sem compressao neurologica, degeneracao fascetaria
e instabilidades ©.

A abordagem conservadora para se tratar esta situacao,
tem-se baseado em condutas paliativas como medicagoes
sintomaticas ou terapias de reabilitacdo motora diversas. Nos
casos de maior incapacidade opta-se pelo tratamento cirur-
gico que na maior parte das vezes € composto de técnicas
descompressivas, ablativas, fusionantes ou substitutivas. Tais
abordagens nao privilegiam a resolucao do problema intrinseco
ao disco vertebral, gerando entdo possibilidades para terapias
alternativas que vislumbram a recuperagao celular e assim
por consequéncia, a regeneracao de toda a unidade motora-
-funcional da coluna vertebral .

Segundo Hohaus “, trés quartos da populacdo tém, tiveram
ou terao dor nas costas em alguma fase da vida. A discopatia
degenerativa da coluna vertebral € o grande desafio no que
tange a ciéncia nos dias de hoje.

O modelo da medicina atual, utilizado pelos especialistas
de coluna, privilegia as solugdes biomecanicas em detrimento
das biologicas, ou seja, as cirurgias podem sacrificar o disco
vertebral de forma parcial ou em sua totalidade ou em casos
em que esses procedimentos geram instabilidade no segmento
abordado, sao indicadas técnicas de substituicao por proteses
ou fusdo através de artrodese que atualmente sdao considera-
das como tratamento padrao. Contudo, estas técnicas geram
grandes intervencoes com mobilidade importante além de
provocar sobrecarga motora nos discos adjacentes que em
muitos casos geram degeneracao em cascata © 9.

As mudancas bioquimicas e celulares atribuidas a degene-
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racao discal, incluem a diminuigao da capacidade da matriz
extracelular, assim como o Colageno Il e o Agrecan. As células
discais regulam a producao de Proteoglicam e potencialmente
inibem os nervos sensitivos do disco vertebral. Com a reducao
do conteudo de Proteoglicam no disco do idoso, a matriz pro-
téica diminui o acoplamento a agua, levando a desidratacao
com incompeténcia de dissipar as for¢as da coluna vertebral,
propiciando o seguinte quadro “:

| — Degeneracao discal, decréscimos da densidade celular

2 — Redugoes da sintese da matriz extracelular cartilaginosa
(Colageno Il e Aggrecan)

3 — Diminui¢oes do conteudo de Proteoglican intra discal

4 — Redugles da quantidade de agua

5 — Diminuigoes da capacidade de dissipar for¢as na coluna

6 — Instabilidades com hipermobilidade vertebral.

Técnicas menos invasivas tém sido utilizadas atualmente
como a Eletro-termo Terapia Intradiscal (Intradiscal Electro-
thermal Therapy — IDET) que € utilizada para tratamento
de dor discogénica e/ou hérnia discal contida pequena
(36). O IDETTM reduz em 10 a 15% do volume do nucleo
pulposo, o que diminui em mais de 90% a pressao intra
discal e consequentemente a pressao sobre a raiz nervosa,
aliviando a dor do nervo; além disso, faz concomitantemente
o "shrink" (retracao/contracao) de fibras do colagenas e de
nociceptores presentes em porc¢ao posterior do anel fibro-
so do disco que sabidamente é a fonte que origina a dor
discogénica. Esse procedimento foi desenvolvido nos EUA
e teve aprovacao do Food and Drug Administration (FDA)
em 1998; porém, no Brasil esta técnica comegou a ser uti-
lizada a partir de 2004. Em dez anos de experiéncia pode
se estabelecer com mais rigor os critérios de indicacao e
contra indicacao para o procedimento. Atualmente, o IDET
continua sendo uma alternativa importante no tratamento
da dor discogénica, por ser pouco invasiva e bastante efe-
tiva, sendo que o indice de sucesso chega a 80% em casos
bem selecionados 7.

CELULAS-TRONCO E TERAPIA CELULAR

Células-tronco sao células indiferenciadas que apresentam
capacidade de autoduplicagao e de dar origem a células dife-
renciadas. Melton e Cowan (2004) propuseram uma “working
definition” de célula-tronco (CT) como “uma entidade clonal
auto-renovavel que € pluripotente e pode dar origem a varios
tipos de células diferenciadas”. Apesar de variagoes concei-
tuais, ha dois aspectos basicos e comuns presentes nas mais
diferentes definicoes de CT: auto-renovacao e capacidade de
originar células diferenciadas (8) (figura 1).

Em funcao de sua origem, pode-se definir 3 tipos gerais: CT
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Figura 1 - Fontes de células tronco.

oriundas da massa celular interna do blastocisto, denominadas
células-tronco embrionarias (CTE); as oriundas da crista gonadal,
células-tronco germinativas (CTG) e as células-tronco adultas
(CTA), obtidas em diferentes tecidos, incluindo-se as células-tronco
hematopoéticas (CTH), obtidas da medula 6ssea, as células-tronco
mesenquimais (CTM) e as células obtidas do cordao umbilical ©.

As células-tronco mesenquimais sao definidas como uma
populacao de células estromais multipotentes nao-hemato-
poéticas, com aspecto fibroblastoide que aderem a superficie
do plastico em condi¢oes padroes de cultura. Apresentam a
capacidade de se auto-renovar e diferenciar-se em osso, car-
tilagem, musculo, tendao, estroma medular, tecido adiposo.
Este tipo celular é caracterizado pela presenca dos marcadores
de superficie CD105, CD73 e CD90, e auséncia (gate de
exclusao) dos CD45, CD34, CD14 ou CDI11b, CD79a ou
CD19 e HLA classe II (10).

A tendéncia atual, que se apreende da literatura, € de as-
sumir, quanto ao potencial de diferenciacao, que as CTA sao
multipotentes, ou seja, podem formar diferentes tipos celulares
que constituem um tecido. Dessa forma, o potencial de diferen-
ciagao, a plasticidade ou transdiferenciacao das CTA, tém sido
consideradas de forma mais restrita ® !V, sobretudo em relagao
as proposi¢oes enunciadas desde os anos 90 2 (figura 2).
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Figura 2 — Capacidade de diferenciacao da célula tronco.
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A terapia celular poderia ser conceituada de forma ampla
e genérica, como o emprego de células para tratamento de
doengas. Considerada nesta perspectiva ampla, a terapia celular
representa uma antiga pratica terapéutica, que teve inicio com
a transfusao de sangue total ou concentrado de plaquetas em
diferentes situacoes clinicas agudas ou cronicas. Os transplantes
de células-tronco hematopoéticas (TCTH) foram, pioneira-
mente, realizados por Till e Mcculloch em 1961 ¥, durante
seus estudos sobre a resposta de ratos com a medula ossea
transplantada apos lesao provocada por irradiacdo ionizante.
Esse trabalho pioneiro abriu novas perspectivas e sinalizou
para a possibilidade de utilizacao de outros tecidos seguindo
o modelo experimental adotado por estes autores. O TCTH,
ou transplante de medula Gssea, representa, até 0 momento,
a unica forma de terapia celular consolidada e incorporada
rotineiramente em terapéutica humana.

A utilizagao das CTMs como terapia celular tem despertado
muito interesse, devido a sua habilidade de diferenciar-se em
diversas linhagens celulares, e produzir citocinas e fatores de
crescimento que estao envolvidos no reparo e regeneracao de
tecidos danificados. Alem disso, medeiam significativamente
efeitos imunossupressivos e anti-inflamatorios .

Outra vantagem do uso das CTMs, é que estas podem
ser isoladas de distintas fontes, sendo as principais a medula
Ossea e o tecido adiposo Y. As células derivadas do tecido
adiposo apresentam uma série de caracteristicas que as tor-
nam extremamente atraentes: sua quantidade abundante, sao
colhidas através de um procedimento pouco invasivo, podem
diferenciar-se em multiplas linhagens celulares de maneira re-
produtivel e regulavel, pode ser segura tanto em hospedeiros
autologos ou alogénicos "¢

Por outro lado, a terapia celular com CTA consolida-se
progressivamente em termos de potencialidade terapéutica e
vem sendo cada vez mais utilizada por diferentes grupos de
pesquisadores visando a regeneracao de tecidos lesados ou
correcao funcional de 6rgaos primariamente acometidos por
diferentes patologias. Essa abordagem descortina novas alter-
nativas e esse conjunto de praticas terapéuticas inovadoras tem
sido agrupado, por alguns pesquisadores, sob a denominagao
de medicina regenerativa.

TERAPIA CELULAR EM DOENCA DEGENERATIVA
DE DISCOS INTERVERTEBRAIS

Varios autores vem utilizando técnicas biologicas e de
engenharia tecidual com objetivo de encontrar o melhor
protocolo. CORIC, D. et al. 7, utilizaram condrocitos alo-
génicos em estudo prospectivo, com resultados positivos na
avaliacao de RMN e com melhoras da sintomatologia apos
seis meses de evolugdao. HEE, H. T. et al. '®, utilizam células
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mesenquimais de matrizes dsseas em coelhos, demonstrando
melhoras histologicas e morfologicas. HUANG, B. et al. 12,
em um estudo em ratos, utilizaram células do nucleo pulposo
acopladas a um polimero como enxerto hibrido com resultados
satisfatorios também na morfologia e na histologia. SATO, M.
et al. ?® e Yi, Q. et al. ", utilizaram técnicas de engenharia
tecidual do anulo fibroso, demonstrando também resultados
favoraveis. Todavia, CHUM, HJ]. et al. ??, utilizaram células
tronco derivadas de tecido adiposo em coelhos e Hohaus C.
“@ ytilizou células tronco originadas de tecido adiposo em
cachorros, obtendo resultados satisfatorios, apresentando boa
evolucao histo-morfologica.

Nossa op¢ao pelas células de gordura deve-se aos resultados
consistentes ja publicados e a facilidade no acesso para coleta.
A intervencgdo consiste na coleta de tecido adiposo por lipo-
aspiracao, expansao ex-vivo das células-tronco mesenquimais
do proprio participante e infusao intra-discal destas células
associadas a solucdo liquida e gelatinosa de plasma rico em
plaquetas (PRP) por via percutanea no segmento comprome-
tido. As variaveis geralmente monitoradas s3o:

* Evolugao na escala de avaliagao analogica de dor

* Evolugao na Classificagao do grau de degeneracao do disco
intervertebral por RNM segundo critérios de Pfirrmann (figura 3).

» Evolugo no Indice de Oswestry

MRI Classification of Lumbar Intervertebral Disc Degeneration

Pliremann, Spine 2001

Figura 3 - Classificacdo do grau de degeneragao do disco intervertebral
lombar por Ressonancia Nuclear Magnética (RNM)

Os critérios de inclusao geralmente encontrados na lite-
ratura sao:

1. Idade acima de 20 anos e inferior a 60 anos

2. Dor de origem discal, confirmado com o exame clinico
e de RMN

3. Degeneracao discal Grau 3 de Pfirrmann @,

4. Pelo menos 6 meses de sintomatologia, com falha no
tratamento conservador neste periodo.

MEDICINA REGENERATIVA

5. Capaz de entender as necessidades do estudo.

Ja os critérios de exclusao sao:

1. Gravidez, hérnia discal extrusa, tabagismo

2. Cirurgia prévia no segmento a ser abordado

3. Infeccao sistémica ativa e/ou historia prévia de infec¢ao local

4. Doenga oncologica ativa ou prévia nos ultimos 5 anos.

5. Diabetes mellitus tipo I ou tipo II.

6. Coagulopatias, mesmo que em tratamento

7. Doengas neurologicas centrais ou periféricas

8. Sorologia positiva para Hepatite B, hepatite C, HIV,
HTLV ou Chagas.

9. Outras doengas que contra-indiquem a intervengao ciruar-
gica para coleta de tecido adiposo ou no disco intervertebral.

AVALIACAO CLINICA E ANTROPOMETRICA

Serdo verificados a historia clinica, o exame fisico completo
de todos os participantes e a obtencao de dados de massa
corporal (Kg) e a estatura (m) de cada um através de uma ba-

langa antropométrica. Além disto, sera aplicado ao participante
a Escala Visual Analdgica da dor (24, 25, 26, 27) (figura 4).

Escala para Avaliacao da Dor

LEVE -+
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g

Figura 4 - Escala para avaliacdo analdgica da dor.

EXAMES COMPLEMENTARES:

* RNM de Coluna lombar do segmento comprometido
(caso ndo apresentem o exame realizado ha menos de 6 meses
da inclusao no estudo);

» Raio-X Torax, hemograma completo, coagulograma,
glicose, uréia, creatinina, urina tipo I, B-HCG (se aplicavel),
sorologia para HIV, Hepatite B, Hepatite C, HTLV | e 2 e
Doenca de Chagas, tipagem sanguinea, avaliacdo de risco
cirurgico, incluindo ECG e avaliacao cardiologica.

QUESTIONARIO DE AUTO-AVALIACAO
DO PACIENTE

O uso de questionarios com Resultados Relatados pelo
Paciente (patient reported outcomes - PRO) para medicao
de condi¢oes como dor, incapacidade e qualidade de vida
constitui importante opgao para a avaliagao da eficacia dos
tratamentos em dor lombar. Indice funcional de Oswestry
(Oswestry disability index — ODI), uma das escalas mais
comumente utilizadas nos estudos de incapacidade em pa-
cientes com dor lombar.



COLETA, ISOLAMENTO E EXPANSAO DE CTM

A coleta das células-tronco sera feita em centro cirargico
por equipe de cirurgia plastica, sendo o tecido adiposo sera
obtido por meio de lipoaspiracao, conforme descrito por
Zuk e colaboradores ?%.

Em laboratorio especializado o tecido adiposo € processado
para isolamento e expansao das células-tronco mesenquimais
do tecido adiposo segundo método padronizado ??, que
consiste em realizar a digestao enzimatica do tecido utilizando
colagenase em ambiente aquecido a 37°C, sob agitacao. Apos
o isolamento e a lavagem das células de interesse, este material
¢ colocado em cultura para multiplicacdo das células-tronco
mesenquimais.

O meio de cultura que nutre as células isoladas (DMEM
contendo 5% a 20% de suplemento com antibiotico e anti-
micotico) devera ser trocado a cada 3-4 dias.

Sera disponibilizada uma seringa residuo-zero contendo
concentrado de células-tronco mesenquimais para administra-
cao intra-discal. O numero de células preparadas para injecao
sera quantificado pelo laboratorio antes da liberagao para infu-
sao, através de contagem manual em camara de Neubauer. A
dose celular preparada sera de 15 milhdes (1,5x107 células) de
CTM em suspensao de 1 ml (um mililitro) de soro fisiologico
(SF 0,9%) em seringa descartavel residuo-zero & 393",

CONTROLE DE QUALIDADE DAS CELULAS-
TRONCO MESENQUIMAIS

A averiguacao do controle de qualidade € realizada me-
diante ensaios de citometria de fluxo, contagem celular e
citogenética, descritos adiante.

1. Citometria de Fluxo e contagem celular

Sao realizados ensaios para identificar as subpopulagoes
celulares nas garrafas onde foram cultivadas as células-tronco
mesenquimais oriundas de tecido adiposo. Os anticorpos
monoclonais selecionados para a marcacao das células serao
dirigidos contra proteinas de superficie caracteristicas de
células-tronco mesenquimais e “gate” de exclusao, conforme
referéncia do guia da sociedade internacional de terapia celular
19 A viabilidade sera realizada por azul de tripan e também
por citometria de fluxo através do kit Live/Dead fixable Green
Dead (Molecular Probe).

A contagem de células-tronco mesenquimais cultivadas
sera obtida por avaliacao microscopica utilizando metodologia
padrao de contagem celular por camara de Neubauer.

1. Citogenética de células-tronco mesenquimais cultivadas.

As células mesenquimais obtidas, a partir da segunda passa-
gem sao avaliadas por bandamento G. Esta analise € utilizada
para detectar possiveis alteracoes numéricas e/ou estruturais
nos cromossomos obtidos das diferentes passagens de células-

MEDICINA REGENERATIVA

-tronco. A segunda etapa € dependente da deteccao ou nao
de alteragoes cromossomicas. Serao utilizadas apenas células
cultivadas que apresentem resultados normais apos a avaliacao

de pelo menos 20 metafases por material fixado (figura 5).

Figura 5 - Preparo das células tronco.

PREPARO DO PLASMA RICO EM PLAQUETAS

Antes do procedimento cirurgico € realizada a coleta de 40
mL de sangue total do paciente, por meio de puncao venosa
periférica com o uso de tubos contendo anticoagulante citrato
de sodio, carregados a vacuo, estéreis e resistentes a centrifu-
gacao. Os tubos contendo o sangue do paciente passam por
centrifugacdo, para a separacao dos componentes das séries
vermelha, branca e plasma (figura 6).

Figura 6 — Plasma rico em plaquetas ja preparado.

O plasma entao passa por uma segunda centrifugacao,
apos isso sao obtidos o plasma pobre em plaquetas e o
plasma rico em plaquetas, que sera ativado com gluconato
de calcio 10% para aplicagao no paciente. O plasma pobre
em plaquetas sera ativado com gluconato de calcio 10%
para ativacao plaquetaria e inicio do processo de coagulacao
formando o gel de plaquetas, rico em fatores de crescimento
e com propriedades adesivas, hemostaticas e cicatrizantes,
esse gel sera utilizado na ferida cirargica. O processo de
centrifugacao deve ser totalmente estéril e preciso para
obtencao de altas concentragoes de plaquetas viaveis e nao
lesionadas, a fim de evitar a secrecao dos fatores de cresci-



mento antes da infiltracao do concentrado de plaquetas na
area cirdrgica 423334,

A abordagem € realizada em ambiente cirurgico, anestesia
local e sedagao, com técnica minimamente invasiva. A sus-
pensao de CTM em SF 0,9% sera acrescida de 1 ml de PRP
liquido no momento da aplicagao. Ao término da aplicagao, o
PRP geleificado sera aplicado no orificio aberto no disco para
acesso ao espaco intra-discal a fim de promover a vedacao do

mesmo (figura 7).

Figura 7 - Aplicacdo de células tronco e plasma rico em plaquetas no disco
vertebral guiada por radioscopia.

RESSONANCIA NUCLEAR MAGNETICA
COM MAPEAMENTO EM T2

Outro jeito de avaliar a aplicacao discal das células tronco
¢ utilizar o mapeamento em T2 na RNM, pois pode mostrar a
regeneracao do nucleo, o aumento da densidade e a hidratacao
discal de forma mais fidedigna.

Figura 8 - Mapeamento em T2 na RNM.

CONCLUSAO

As condutas classicas para abordagem das patologias do
disco vertebral, dentre elas medicagdes sintomaticas, reabili-
tagao motora ou cirurgias diversas, nao conseguem reverter
biologicamente a degeneracao das discopatias vertebrais.

Esta pesquisa visa reforgar esta conduta para alguns tipos
de situagao especifica, onde o paciente apresenta melhoras
clinicas mais duradouras.
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Nenhuma conduta terapéutica, inclusive a defendida nesta
pesquisa, tem a possibilidade de resolver definitivamente a
degeneracao da coluna vertebral.

Continuamos apostando na prevengao como melhor op-
¢ao para resolvermos graves problemas, de custos trabalhistas
absurdos e de incapacitacao de grande parte da populacao.
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