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RESUMO

MANZANO, J. Analise das caracteristicas biolégicas das células estromais
mesenquimais multipotentes obtidas de diferentes regides anatomicas de
pacientes com Pseudoartrose Congénita da Tibia. 2018. 62 f. Tese (Mestrado) -
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo Preto,
2018.

A Pseudoartrose Congénita da Tibia (PCT) € uma das doencgas mais desafiantes da
ortopedia pediatrica pela dificuldade em obter a unido éssea e, quando esta ocorre, em
manté-la. E uma doenga muito rara, dificil de tratar devido a sua falta de conhecimento
sobre a patogénese. As Células estromais mesenquimais multipotentes (CMM) podem
desempenhar um papel na patogénese do PCT, possivelmente devido a falha da
diferenciacdo osteogénica. O estudo das CMM pode ajudar a compreender a
patogénese da doenca e desenvolver novas estratégias terapéuticas baseados no uso
desta célula no futuro préximo. Frente ao exposto, este trabalho teve como objetivo a
andlise das caracteristicas bioldégicas das CMM isoladas de diferentes regides
anatdmicas de medula éssea de pacientes com PCT. Para isto, amostras de medula
Ossea foram coletas a partir de locais afetados e ndo afetadas pela doenca: Crista
iliaca do membro ndo afetada (CINA), crista iliaca do membro afetada (CIA), tibia ndo
afetada (TNA), e tibia afetada (TA). O numero de pacientes incluidos no estudo foi
trés: PCT1, PCT2 e PCT3. Os resultados mostraram que todas as células isoladas de
pacientes com PCT apresentavam caracteristicas compativeis com as CMM. A taxa
de formacédo de unidades formadoras de colbnias das células da TA tanto no PCT2
guanto no PCT3 foi significativamente menor em relacdo as células da TNA e CINA
respectivamente (p<0.05). A quantidade de células positivas para o marcador CD146
foi menor nas células da TA do PCT1 e PCT2, A analise estatistica mostrou que néo
ha uma diferenca significativa. Este marcador esta relacionado com a capacidade
multipotente e formacao 0ssea in vivo. No PCT1 observou-se que formacao de matriz
mineralizada das CMM isoladas da CIA foi significativamente maior em relagéo a TA.
Além disso, as células da TA do PCT1 observou-se um uma secrecao significativa de
alguns citocinas envolvidas no processo de formacdo 6ssea, como CCL2, CCL3,
CCL4, TNA-alfa, PDGF-BB, e GM-CSF. A alteracdo destas citocinas pode levar a
situacbes complicadas como o caso de nao consolidacdo 6éssea. Com os resultados
obtidos, se ha demonstrado que as CMM da tibia afetada tenta formar osso, mas no
local da lesdo é insuficiente, por tal motivo é preciso realizar estudos focados no
mecanismo molecular.

Palavras-chave: Células estromais mesenquimais multipotentes, Pseudoartrose
Congénita da Tibia, hamartoma fibroso, tecido 6sseo, diferencia¢do osteogénica.



ABSTRACT

MANZANO, J. Analysis of the biologic characteristics of multipotent
mesenchymal stromal cells obtained from different anatomic regions of patients
with Congenital Pseudoarthrosis of the Tibia. 2018. 53 f. Tese (Mestrado) -
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo Preto,
2018.

Congenital pseudoarthrosis of the tibia (CPT) is one of the most challenging orthopedic
diseases because of the difficulty in obtaining bone union and, when it happens, in
maintaining it. It is a rare disease, difficult-to-treat due to the lack of knowledge about to
pathogenesis. Multipotent mesenchymal stromal cells (MSC) may play a role in the
pathogenesis of PCT, possibly due to a failure in the osteogenic differentiation.
Studying these cells can help to better understand the pathogenesis of the disease and
develop new therapeutic strategies based on the use of MSC in the near future. In view
of the above, this work had the objective of analyzing the biological characteristics of
CMM isolated from different anatomic regions of bone marrow of patients with PCT. For
this, bone marrow samples were collected from sites affected and unaffected by the
disease: unaffected limb iliac crest (CINA), affected limb iliac crest (CIA), unaffected
tibia (TNA), and affected tibia (TA). The number of patients included in the study was
three: PCT1, PCT2 and PCT3. The results showed that all cells isolated from PCT
patients had characteristics compatible with CMM. The rate of formation of colony-
forming units of TA cells in both PCT2 and PCT3 was significantly lower in TNA and
CINA cells respectively (p <0.05). The amount of cells positive for the CD146 marker
was lower in the TA cells of PCT1 and PCT2. Statistical analysis showed no significant
difference. This marker is related to the multipotent capacity and bone formation in
vivo. In PCT1 it was observed that the formation of mineralized matrix of CMCs isolated
from CIA was significantly higher in relation to AT. In addition, PCT1 TA cells showed a
significant secretion of some cytokines involved in the bone formation process, such as
CCL2, CCL3, CCL4, TNA-alpha, PDGF-BB, and GM-CSF. The alteration of these
cytokines can lead to complicated situations such as the case of non-consolidation of
bone. With the results obtained, if the CMM of the affected tibia has been shown to try
to form bone, but at the site of the lesion is insufficient, it is necessary to carry out
studies focused on the molecular mechanism.

Key words: Multipotent mesenchymal stromal cells, Congenital pseudoarthrosis of the
tibia, fibrous hamartoma, bone tissue, osteogenic differentiation
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1. INTRODUCAO

1.1 Células estromais mesenquimais multipotentes (CMM)

As células estromais mesenquimais multipotentes, também conhecidas
como células-tronco mesenquimais foram descritas pela primeira vez por
Fridenstein et al (1976), como células clonais com capacidade de adesdo a
superficie plastica e com uma morfologia semelhante a fibroblastos. Estas
células constituem uma populacdo heterogénea, com células em diferentes
estagios de diferenciacdo e com apenas uma pequena porcentagem de células
com capacidade de autorrenovacdo e diferenciagdo in vivo (MURAGLIA;
CANCEDDA; QUARTO, 2000).

No ser humano a principal fonte de isolamento de CMM € a medula
o0ssea. No entanto, essas células constituem somente uma pequena
porcentagem (0,001% a 0,01%) das células nucleadas presentes na medula
ossea (PITTENGER et al., 1999). A quantidade de CMM diminui com a idade e
enfermidade. Assim, a maior quantidade de CMM € encontrada em recém-
nascidos e na idade de 80 anos, esta quantidade é reduzida aproximadamente
na metade (BOBIS; JAROCHA; MAJKA, 2010).

Além da medula 6ssea, as CMM ja foram isoladas em diversos outros
tecidos, como o tecido adiposo (ZUK et al., 2001), membrana sinovial (DE BARI
et al., 2001), endotélio da veia umbilical (COVAS et al., 2003), da veia safena
(COVAS et al., 2005), sangue de corddo umbilical (Zhang et al., 2004), geleia
de Wharton (WANG et al., 2004), tecido do cordao umbilical (VAN PHAM et al.,
2016), fluido amnidtico (TSAI et al., 2004), figado fetal (CAMPAGNOLI et al.,
2001) e com uma frequéncia extremamente menor no sangue periférico
(ZVAIFLER et al., 2000).

As CMM derivadas da medula 0ssea também sdo conhecidas como
células-tronco esqueléticas ou células estromais da medula 6ssea. Essas
células estdo presentes no estroma da medula O6ssea, sdo capazes de se
diferenciarem em varias linhagens de células do tipo mesodérmico, incluindo
ostedcito, condrdcito, adipdcito, tendcito, mioblasto, fibroblasto e cardiomidécito

(PITTENGER et al., 1999; JIANG et al., 2002; ABDALLAH; KASSEM, 2008;
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BOBIS; JAROCHA; MAJKA, 2010); e em células ndo mesodérmicas como
hepatdécitos e neurdnios (EGUSA et al., 2005; AL GHRBAWY et al., 2016).

Dentre as principais funcdes das CMM da medula éssea estdo a
manutencdo do microambiente estromal da medula e a participagcdo na
regulacdo da hematopoese (BYDLOWSKI et al., 2009).

As CMM possuem também habilidade de secretar numerosas moléculas
com propriedades anti-apoptéticas, angiogénicas, anti-fibréticas, quimiotacticas,
e imunomodulatérias, bem como fatores que influenciam na proliferacdo e
diferenciacao de células progenitoras (MEIRELLES D.S. et al., 2009; SINGER;
CAPLAN, 2011).

Além disso, estas células possuem habilidade quimiotatica e de
migracao para areas de lesédo ou inflamacao, isto € devido a expresséo de
receptores para fatores de crescimento, matriz extracelular e citocinas em sua
membrana. No local da lesdo, as CMM sdo capazes de se diferenciarem na
linhagem mesodérmica necessaria para reparar o dano tecidual ou liberar
fatores que estimulam a regeneracao do tecido (DA SILVA MEIRELLES et al.,
2009; FAYAZ et al., 2011; LEE; AYOUB; AGRAWAL, 2016).

As CMM podem ser expandidas em cultura e dar origem as unidades
formadoras de colbnias fibroblasticas (CFU-F) que, por sua vez, possuem alto
potencial proliferativo in vitro. Diversos protocolos tém sido desenvolvidos com
0 objetivo de isolar e expandir estas células. O método de isolamento
tradicional baseia-se no fato destas células aderirem seletivamente em
superficies plasticas, enquanto as células hematopoéticas sdo removidas com
as trocas do meio de cultura. Até o0 momento, ndo ha um marcador especifico
gue identifiguem estas células (BOBIS; JAROCHA; MAJKA, 2010).

Considerando o seu o seu facil isolamento e cultivo, capacidade de
diferenciacdo em diversos tipos celulares e producdo de numerosos fatores de
crescimento e citocinas, as CMM tem se tornado candidatas ideais ho campo
da medicina regenerativa (ARVIDSON et al., 2011).

Em virtude do aumento significativo no interesse clinico e biolégico das

13



CMM nas ultima décadas, a Sociedade Internacional de Terapia Celular (ISCT,
do inglés Internacional Society of Cell Therapy) estabeleceu trés critérios
basicos para definir e caracterizar as CMM, independentemente da fonte de
isolamento: primeiro, as células devem ser aderentes ao plastico; segundo,
devem apresentar alta porcentagem de células positivas para os marcadores
de superficie celular CD105, CD73 e CD90 e baixa porcentagem ou auséncia
para os marcadores hematopoiéticos CD45, CD19 ou CD79, CD14 ou CD11b,
e HLA-DR; e o terceiro, devem ser capazes de se diferenciar in vitro em
osteoblastos, adipécitos e condroblastos (DOMINICI et al., 2006).

Dependendo das condi¢bes de cultivo, as CMM da medula éssea podem
se diferenciar em osteoblastos, adipécitos e condrécitos (ARVIDSON et al.,
2011; GIULIANI et al., 2013). Sendo a diferenciacdo em osteoblastos a mais

estudada.

A diferenciacdo osteogénica de CMM da medula 6ssea é regulada por
fatores locais e sistémicos. Dentre os fatores sistémicos temos os hormonios,
tais como hormoénios da paratireoide, estrogenos e glicocorticoides. Os fatores
locais incluem fatores de crescimento e citocinas. Estes fatores ativam vias de
sinalizacdo especificas que modificam a expressao e atividade de varios genes
gue participam nesta diferenciacdo (DIRCKX; HUL; MAES, 2013; GIULIANI et
al., 2013).

A diferenciacdo das CMM em osteoblastos apresenta quatro estagios:
CMM, células osteoprogenitoras, pre-osteoblastos e  osteoblastos
(NAKASHIMA; DE CROMBRUGGHE, 2003).

Nos ultimos anos, o uso de CMM da medula 6ssea vem ganhando
grande interesse na reparacao e regeneracdo do 0sso tanto na terapia celular
guanto na engenharia de tecidos. Isso se deve a diferenciacdo das CMM em
osteoblastos funcionais, e a sua capacidade de produzir fatores de crescimento

e citocinas envolvidas na formacéo do tecido 6sseo. (ARVIDSON et al., 2011).

1.2 CMM e Tecido 6sseo
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O tecido 6sseo é um tipo de tecido conjuntivo altamente especializado,
caracterizado pela sua rigidez, dureza e poder de regeneracdo e reparagéo
(KINI; NANDEESH, 2012). Este tecido esta sendo constantemente remodelado
ao longo da vida para manter a integridade esquelética e a resisténcia
mecéanica. As CMM da medula éssea contribuem para 0s processos normais de
remodelacdo e reparacdo, proporcionando um conjunto de osteoblastos
necessarios para formar a matriz mineralizada do tecido 6sseo (AGNIESZKA,
ZANNETTINO; GRONTHOS, 2009; KINI; NANDEESH, 2012; KATSIMBRI,
2017).

O tecido 6sseo é responsavel pelas fungbes de locomocgao, suporte e
protecdo de 6rgaos vitais (encéfalo, medula espinhal, coracao e pulméao), além
de suporte da hematopoese, reserva de minerais, especialmente de calcio,

apoio para musculos, ligamentos, e tenddes. (ARVIDSON et al., 2011).

Do ponto de vista anatdmico o tecido 0sseo pode ser classificado em
compacto e esponjoso. O tecido 6sseo compacto ou cortical apresenta funcdes
mecanicas e de protecao, devido a sua constituicdo dura e compacta. O tecido
0sseo esponjoso ou trabecular apresenta funcdes metabodlicas. A estrutura
deste 0sso possui um aspecto poroso, devido ao fato de estar organizando em
trabéculas irregulares dispostas em varios sentidos, deixando espacos livres
entre si (KINI; NANDEESH, 2012).

O osso cortical possui uma superficie periosteal externa e superficie
endosteal interna. O peridsteo é uma camada de tecido conjuntivo fibroso que
envolve a superficie cortical externa do 0sso, contém vasos sanguineos, fibras
nervosas, CMM indiferenciadas, células osteoprogenitoras, osteoblastos e
osteoclastos. Suas principais funcdes sao proteger, nutrir e ajudar na formacao
O0ssea. O periésteo desempenha um papel importante no crescimento
aposicional e no reparo de fraturas (CLARKE, 2008; KINI; NANDEESH, 2012;
LI et al., 2017). O endosteo é uma estrutura membranosa que cobre a
superficie interna do o0sso cortical e esponjoso e 0s canais dos vasos
sanguineos presentes no 0sso. Contém vasos sanguineos, osteoblastos e
osteoclastos (CLARKE, 2008 ).
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O tecido 6sseo é constituido por células e uma matriz 6ssea. A matriz
O0ssea contém moléculas organicas (35%) e inorganicas (65%). A matriz
organica € composta predominantemente por colageno tipo | (90%) com
pequenas quantidades de proteinas n&do-coldgenas (glicoproteinas,
proteolipideos e fosfoproteinas). O célcio e fosfato sdo moléculas inorganicas
qgque formam cristais de hidroxiapatita que mineraliza a matriz organica
(ARVIDSON et al., 2011; HLAING; COMPSTON, 2014). As principais células
presentes no 0sso incluem: osteoblastos, ostedcitos e osteoclastos. Os
osteoblastos sao células derivados de CMM e séo responsaveis pela formacao
Ossea e pela mineralizacdo de matriz 6ssea. Os ostedcitos sao células
originarias de osteoblastos terminalmente diferenciados, localizados em
cavidades ou lacunas dentro da matriz e sdo responsaveis pela manutencéo da
massa e da estrutura Ossea. Os osteoclastos sdo ceélulas grandes
multinucleadas, responsaveis pela reabsorcédo da matriz 6ssea (NAKASHIMA,;

DE CROMBRUGGHE, 2003; ARVIDSON et al., 2011; KATSIMBRI, 2017).

As CMM desempenham um papel fundamental na formacédo do tecido
0sseo, devido a sua proliferacdo, diferenciacdo, producédo de matriz extracelular
e consequentemente sua calcificacdo (AGNIESZKA; ZANNETTINO;
GRONTHOQOS, 2009).

A formacdo do tecido 0sseo ocorre através de dois mecanismos:
ossificacdo intramembranosa e ossificagdo endocondral. A ossificacédo
intramembranosa ocorre na maioria dos 0ssos do créanio, tais como frontal,
parietal, partes do occipital e temporal e das maxilas superior e inferior. Além
disso, contribui para o0 crescimento dos 0SS0S curtos e 0 crescimento em
espessura dos 0ssos longos. Este processo envolve a formacao direta de 0sso
sem a formacdao de inicialmente. As células osteoprogenitoras comprometidas e
CMM indiferenciadas do periosteo se diferenciam em osteoblastos, e estes por

sua vez, sintetizam matriz 6ssea que consequentemente é mineralizado.

A ossificacdo endocondral ocorre nos 0ssos longos dos membros, parte
basal do cranio, vértebras, costelas e parte medial das claviculas. Este

processo ocorre sobre um molde de cartilagem hialina, considerados modelos
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dos futuros 0ssos, iniciando-se com a hipertrofia dos condrécitos, producéo de
colageno X e morte dos condrécitos por apoptose. Em seguida, as cavidades
previamente ocupadas pelos condrocitos sdo invadidas por capilares
sanguineos e por CMM provindas do periosteo e da medula éssea. Finalmente,
as CMM se diferenciam em osteoblastos, as quais produzem matriz 6ssea
sobre a cartilagem calcificada. Este processo € importante durante a
consolidacdo O6ssea de ossos longos. (NAKASHIMA; DE CROMBRUGGHE,
2003; SHAPIRO, 2008; ARVIDSON et al.,, 2011; DAO et al.,, 2012; KINI,
NANDEESH, 2012)

A consolidacao 6ssea é um processo biolégico complexo que envolve
uma sequéncia de etapas que sao iniciadas em resposta a uma lesao,
resultando eventualmente no reparo e restauracdo da funcdo do osso. Este
processo envolve resposta da medula 6ssea, peridsteo, cortex e partes moles
adjacentes (ARVIDSON et al., 2011).

A consolidacdo 6ssea ap0s uma fratura pode ser dividida em trés fases:
inflamacéo, reparacao, e remodelacdo (MAJIDINIA; YOUSEFI, 2017). Na fase
inflamatoria, ha uma formacdo de hematoma, as plaquetas sdo ativadas e
degranuladas e as células inflamatérias sédo recrutadas para o local da fratura.
A resposta inflamatéria esta associada a liberacdo de citocinas inflamatorias,
capazes de iniciar uma série de eventos celulares importantes para a
reparacdo O0ssea, como O recrutamento, proliferacdo e a diferenciacdo das
CMM indiferenciadas (DIRCKX; HUL; MAES, 2013). Na fase de renovacgéao, sédo
formados novos vasos sanguineos com ajuda de células endoteliais
provenientes dos vasos periosteais e dos musculos circundantes. As CMM
recrutadas para o local da lesdo proliferam e se diferenciam em condrdcitos
para formar o calo mole (ossificacdo endocondral) ou em osteoblastos para
formar o calo duro ou osteoide (ossificacdo intramembranosa). O calo mole é
gradualmente substituido por tecido 6sseo imaturo ou osteoide (DIRCKX; HUL;
MAES, 2013; MAJIDINIA; YOUSEFI, 2017). Na fase de remodelacdo, o 0sso
imaturo é transformado pelas acGes dos osteoclastos e osteoblastos em 0sso
maduro, restabelecendo a forma, forca e funcdo do osso antes da fratura
(DIMITRIOU; TSIRIDIS; GIANNOUDIS, 2005; DIRCKX; HUL; MAES, 2013). A

cicatrizacdo O0ssea em adultos retrata o desenvolvimento normal que ocorre
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durante a embriogénese, exceto a inflamacéo associada (ARVIDSON et al.,
2011).

Apesar de ter um mecanismo natural bem desenvolvido da consolidag&o
Ossea, alteracdes dos fatores locais e sistémicos poderiam causar um

problema na consolida¢ao, como no caso da pseudoartrose congénita da tibia.

1.3 Pseudoartrose Congénita da Tibia e Tecido 6sseo (PCT)
1.3.1 Difinigcéo

Pseudoartrose ou “falsa articulacédo” € um termo usado para definir a ndo
consolidacdo de uma fratura, quando o processo de reparacdo 6ssea, por
algum motivo deixou de atuar (FERREIRA et al., 2009). A pseudoartrose pode
ser uma complicacdo no local da fratura ou pode estar associada a outras
doencas como: neurofiboromatose, displasia fibrosa ou osteogénese imperfeita
(AL-HADIDY et al., 2007)(AL-HADIDY et al., 2007)(AL-HADIDY et al.,
2007)(AL-HADIDY et al., 2007)(AL-HADIDY et al., 2007)(AL-HADIDY et al.,
2007)(AL-HADIDY et al., 2007). Além disso, também pode ser uma doenca
congénita isolada sem associacdo a nenhuma doenca ja conhecida. (AL-
HADIDY et al., 2007 ).

A Pseudartrose Congénita resulta da falha do crescimento 6sseo normal
e da falha de formacdo do calo apo6s uma fratura e tem sido reportado em
0ssos longos, como a tibia (AL-HADIDY et al., 2007), fibula (HEFTI et al., 2000)
, ulna (RAMELLI et al., 2001), raio (MUKHOPADHAYA; SHIVAPURI, 2006),
fémur (AL-HATHAL et al., 2000) e clavicula (LELEI, 2005), sendo a tibia o local
mais comum de ocurrer.

A Pseudoartrose Congénita da Tibia (PCT) é um dos problemas mais
desafiantes da ortopedia pediatrica pela dificuldade em obter a unido 6ssea e
guando possivel, em manté-la (EI-ROSASY et al., 2007). Esta doenca refere-se
a um tipo especifico de ndo consolidacdo 6ssea da diafise da tibia, que pode
estar bem estabelecida ou incompletamente desenvolvida no nascimento
(DELGADO-MARTINEZ; RODRIGUEZ-MERCHAN; OLSEN, 1996).

A PCT é uma doenca rara. Andersen et al.(1972) relatam uma incidéncia
de um para cada 140.000 nascidos vivos na Dinamarca. Na Italia, no Instituto

Rizzoli, apenas 50 pacientes foram tratados durante 50 anos (BONGIOVANNI

18



et al., 1996), e a incidéncia dessa doenga no Brasil ainda n&o foi reportada.

Em 1708, foi historicamente reconhecida pela primeira vez como
entidade clinica por Hatzoecher (BONGIOVANNI et al., 1996). Anos mais tarde,
Paget (1891) descreveu pela primeira vez um caso da PCT (HEFTI et al.,
2000).

1.3.2 Manifestacéao clinica

A manifestacdo clinica pode variar consideravelmente, desde uma
simples inclinacdo anterolateral da tibia até uma inclinacdo severa da tibia e da
fibula, seguida por fratura e pseudartrose. A presenca da inclinacao tibial,
geralmente esta presente no nascimento ou na primeira semana de vida
(PANNIER, 2011). Essa inclinacdo, combinada com uma diminuigdo no
crescimento da tibia distal, resulta no encurtamento do membro (PATWA;
PATEL, 2013). As fraturas ocorrem quando a crianca se levanta e comeca a
andar, geralmente de forma espontanea ou depois de um trauma menor. A
regeneracado Ossea no local da fratura é insuficiente tendo como resultado
formacéo da pseudoartrose (SAKAMOTO et al., 2007).

A maioria dos casos de CPT é unilateral, localizado no terco médio e
inferior da diafise tibial. A fibula também pode ser afetada em mais da metade
dos casos (BERKSHIRE; MAXWELL; SAMS, 1970; HEFTI et al., 2000). O pé
na extremidade envolvida pode ser normal ou ligeiramente menor que o pé
contralateral (PATWA; PATEL, 2013). Nao ha predominancia para o sexo nem
preferencia para o lado (PANNIER, 2011).

1.3.3 Etiologia

A etiologia da PCT ainda é incerta, existem teorias propostas na
literatura de origem mecanica, vascular ou genética, mas nenhuma delas
consegue explicar totalmente a patologia nem sua localizacdo preferencial
(PANNIER, 2011). Segundo Paley a lesao tem origem no periésteo, o qual €
constituido de um tecido fibroso espesso que leva a constricdo Ossea e a

alteracao vascular.

O que se sabe é que aproximadamente 50% dos casos de PCT estéo
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associados a neurofibromatose tipo 1 (NF1) conhecida também como doenca
de Von Recklinghausen (HEFTI et al., 2000). Trata-se de uma doenca genética
multissistémica autossomica dominante que afeta aproximadamente um para
cada 3.500 nascidos vivos (BOYD; KORF; THEOS, 2009). Essa doenca é
causada por mutacdo no gene NF1(HONG SHEN MING., HARPER S PETER,
1996), O qual codifica a neurofibromina, uma proteina supressora de tumor que
€ expressa em muitos tipos de células, incluindo células Gsseas como:
condrocitos maduros, condrdcitos hipertroficos, osteoblastos, ostedcitos e
osteoclastos (LEE et al., 2011). Esta proteina regula negativamente a atividade
da molécula sinalizadora intracelular RAS, uma proteina envolvida na
proliferacdo e diferenciacao celular (BOLLAG et al., 1996). A perda da funcdo
da neurofibromina pode levar a uma anomalia da via RAS-MAPK tendo como
resultado uma diferenciacdo osteoblastica defeituosa. Além disso, uma alta
expressdo da proteina RAS pode resultar em aumento na atividade dos
osteoclastos e seus precursores, explicando a resposta 0ssea ha CPT e a alta
taxa de fraturas recorrentes (PANNIER, 2011).

Nos casos de PCT néo relacionados a neurofibromatose, uma possivel
causa de defeito primario na cartilagem da tibia embrionaria tem sido sugerida
devido ao apice da inclinacdo e o estreitamento do canal medular ser o centro

de ossificacao primaria da tibia (HEFTI et al., 2000).

1.3.3 Patologia

Estudos histopatoldgicos da area de pseudoartrose descrevem que a
patologia principal é a presenca de tecido fibroso denso, conhecido também
como hamartoma fibroso (BOYD, 1982; CHO et al., 2008). Este tecido interfere
com a producdo Ossea e uma formacdo normal do calo (DELGADO-
MARTINEZ; RODRIGUEZ-MERCHAN; OLSEN, 1996) A maioria das células
identificadas no tecido fibroso foram fibroblastos hiperplasicos (BROWN;
OSEBOLD; PONSETI, 1977; SHADI, 2012). Outros elementos encontrados
neste tecido foram a presenca de uma varidvel mistura de fibrocartilagem e
cartilagem hialina com evidéncias de ossificacdo endocondral (IPPOLITO et al.,
2000; MARIAUD-SCHMIDT et al., 2005). Outros estudos demonstraram que
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na area da lesdo a vascularizacdo € deficiente, a capacidade osteogénica €
diminuida e que a atividade osteoclastica € alta, sendo estas duas ultimas
responsaveis por um defeito na remodelagédo 6ssea. (BOYD, 1982; CHO et al.,
2008; LEE et al., 2011). O aumento da atividade osteoclastica tem sido descrito
nas superficies Osseas corticais em contato com o hamartoma fibroso
(IPPOLITO et al.,, 2000). A natureza osteolitica do tecido fibroso, € mais
pronunciada em criangcas pequenas e, aparentemente diminui com o
crescimento e desaparece na maturidade esquelética (BOYD, 1982).

O harmatoma fibroso esta localizado no periésteo e entre os focos de
fratura causando compressdo, ostellise e persisténcia da pseudoartrose
(SHADI, 2012).

Analise macroscopica mostra que a estrutura 6ssea no local da
pseudartrose é completamente diferente em comparacdo ao 0sso normal
(BROWN; OSEBOLD; PONSETI, 1977; IPPOLITO et al., 2000; HERMANNS-
SACHWEH et al., 2005; TIKKANEN et al., 2010; LEE et al., 2011)-Figura 1.

Figura 1- Andlise macroscépica da PCT. No local da pseudartrose a estrutura 6ssea
€ completamente desorganizada, O periésteo esti espessado com o tecido fibroso, a
estrutura do 0sso cortical € mais heterogénea e apresenta areas mais desorganizadas
similares ao 0sso trabecular. O o0sso trabecular e a cavidade medular estao totalmente
substituidos pelo tecido fibroso. Fonte: HERMANNS-SACHWEH et al., 2005.

1.3.4 Classificacéao

A classificacdo desta doenca é dificil devido a sua diversidade clinica e
patolégica. HA numerosas classificacdes descritas na literatura, mas nenhuma
delas é universal. Para a classificacdo desta doenca, pode ser considerado o
tempo de aparecimento, a mobilidade dos fragmentos e/ou os achados

radioldgicos.
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A Classificacdo de Crawford (CRAWFORD; BAGAMERY, 1986), que é
atualmente a mais usada, descreve e identifica os diferentes estagios de
progresséo da PCT:

- tipo I: inclinagdo anterior e aumento na densidade cortical e
estreitamento do canal medular

- tipo II: inclinag&o anterior, estreitamento e esclerose medular.

- tipo lll: inclinac&o anterior com cistos ou sinais “pré-fratura”

- tipo IV: inclinagao anterior, fratura e pseudoartrose.

1.3.5 Tratamento

O tratamento de PCT é muito controverso e polémica. H& numerosos
métodos de tratamento propostos baseados no conceito biolégico ou mecéanico,
podendo ser cirargico ou ndo, com taxas muito variaveis de sucesso (GIULIANI
et al.,, 2013). Houve uma relativa melhora no prognostico da doenca nas
Ultimas décadas, mesmo assim, muitas intervencdes ainda sdo necessarias e a
amputacao € muitas vezes a melhor opcao (AITKEN, 1959). O objetivo principal
do tratamento do PCT é obter e manter a unido 6ssea minimizando a
deformidade da perna e tornozelo. (SHADI, 2012; PATWA; PATEL, 2013).

O tratamento cirurgico € amplamente aceito como o tratamento para a
PCT. Este tipo de tratamento baseia-se em dois principios: biologico e
mecanico. O principio bioldgico se refere a resseccéo total do tecido fibroso,
tanto 6sseo como macio, para delimitar as bordas completamente livres de
lesdo e deixar bem vascularizado. O principio mecanico refere-se a
estabilizacao da diafise da tibia para evitar a reabsorcdo dos enxertos e, assim,
promover a consolidacdo. (PANNIER, 2011; SHAHEEN; KHALIL, 2015). Além

disso, deve-se buscar que o controle da doenca seja obtido com 0 minimo de

procedimentos cirdrgicos e com boa funcionalidade (SHADI, 2012). Os
principais tratamentos cirdrgicos que conseguem uma melhor taxa de
consolidacdo sdo a técnica de llizarov, enxerto vascularizado de fibula e
fixacdo intramedular com enxerto 6sseo (PANNIER, 2011). As complicacfes
deste tipo de tratamento incluem a rigidez do tornozelo, o valgo da parte
posterior do pé, a deformidade do tornozelo, a refratura e o encurtamento da

tibia (SHAHEEN; KHALIL, 2015).
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A associacdo dos principios mecéanicos classicos e biolégicos, como
enxertos 6sseos e outras tecnologias mais modernas que induzem a formacao
0ssea como as proteinas formadoras de 0sso e enxertos celulares, podem
trazer melhoras para o prognostico ainda sombrio da PCT (TIKKANEN et al.,
2010).

1.3.2 Peudoartrose congénita datibia e CMM

As primeiras evidéncias das CMM como responsaveis pela patogénese
da PCT foram demonstradas em estudos histopatologicos (MARIAUD-
SCHMIDT et al., 2005; SAKAMOTO et al., 2007). No local da pseudoartrose
foram identificados tecidos similares a tecido mesenquimatoso, capaz de dar
origem a diferentes tipos de tecidos como osso, cartilagem, tecido fibroso e
tecido neural. Foi sugerido que este tecido é incapaz de se diferenciar em
osteoblastos funcionais e, além disso, elas sofrem um desvio para a
diferenciacdo em miofibroblastos e condrocitos.

Estudos posteriores foram tentaram compreender o comportamento
biologico do tecido fibroso presente no local da lesdo. Foi demostrado que o
tecido fibroso possui células com caracteristicas similares a CMM (CHO et al.,
2008; LEE et al., 2012; DIAZ-SOLANO et al., 2015).

Estudos moleculares das CMM do tecido fibroso mostraram uma falha
no processo final da diferenciacdo osteogénica, demonstrando assim que o0
problema da consolidacdo poderia ser a falta de osteoblastos funcionais
capazes de formar a matriz 6ssea (LEE et al., 2011).

Esses estudos se enfocaram investigar CMM derivadas do peridsteo, e
recentemente, ha estudos sobre CMM isoladas da medula 6ssea do local da

lesdo de PCT e da crista iliaca ndo afetada do mesmo paciente com PCT.

(LESKELA et al., 2009; GRANCHI et al., 2010). Estes estudos demostraram
gue o potencial de formacéo 6ssea in vitro € menor em CMM da tibia afetada.

Os estudos com CMM na pesquisa da PCT se concentraram em CMM
isoladas da medula 6ssea do local da lesdo e da crista iliaca ndo afetada.
Dessa forma, ainda ndo existem trabalhos que relatam a utilizacdo das CMM
na crista iliaca afetada e da tibia contralateral.

A PCT é um problema desafiante da ortopedia pediatrica, devido ao
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pouco conhecimento de sua patogénese e altos indices de insucesso na
terapia. O conhecimento mais amplia das CMM da medula 6ssea de pacientes
com PCT auxiliaria ha compreensédo da patogénese da doenga. Além disso, o
conhecimento obtido neste estudo pode ser til para desenvolver estratégias de

tratamento usando CMM.
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3

2 HIPOTESE

A Hipotese desse trabalho é que o comportamento biolégico das CMM
isoladas de diferentes regides anatbmicas da medula éssea de pacientes com
PCT é diferente.

OBJETIVOS

3.2 Objetivo geral

Analisar as caracteristicas biolégicas das células estromais
mesenquimais multipotentes isoladas de diferentes regides anatomicas de

medula 6ssea de pacientes com pseudartrose congénita da tibia.

3.3 Objetivos especificos

1. Isolar e expandir as células estromais mesenquimais multipotentes
derivadas dos diferentes regibes anatdbmicas de medula 6ssea de pacientes
com PCT,;

2. Avaliar a capacidade de formacdo de unidades formadoras de colbnias
fibroblastoides (CFU-F), bem como a morfologia, expressédo de antigenos e a
capacidade de diferenciacdo em ostedcito, adipdcito e condrocito;

3. Analisar o potencial de proliferacdo das CMM isoladas dos diferentes regides
anatémicos da medula 6ssea de pacientes com PCT

4. Quantificar as proteinas secretadas pelas CMM isoladas dos diferentes
regides anatdomicas da medula 6ssea de pacientes com PCT;

5. Avaliar o potencial de diferenciacdo osteogénica das CMM isoladas dos
diferentes regides anatdomicos da medula éssea de pacientes com PCT.

6. Comparar a expressao dos genes relacionados a diferenciacdo osteogénica
das CMM isoladas dos diferentes regides anatbmicos da medula 6ssea de

pacientes com PCT.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1Aspectos éticos

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em pesquisa do Hospital das
Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de S&o
Paulo (HCFMRP/USP) (CAAE: 59023316.0.0000.5440). Todos os individuos
incluidos neste estudo foram informados sobre o procedimento de coleta de
amostra bioldgica e sua utilizagdo no estudo. O Termo de Consentimento Livre
e Esclarecido necessario para a coleta do material bioldgico foi obtido de forma
voluntaria pelos responsaveis legais. No caso dos pacientes com PCT também
foi necessério obter o Termo de Assentimento Livre e esclarecido.

O material biologico e amostras remanescentes deste projeto foram
conservados e estocados no Banco de amostras do Laboratorio de Terapia
Celular do Centro Regional de Hemoterapia do Hospital das Clinicas da
faculdade de Medicina da Universidade da Sao Paulo CRH-HC-FMRP-USP
(processo HCRP 920/2009).

4.2 Casuistica

Foram selecionados pacientes de ambos os sexos que concordassem
em assinar o termo de consentimento livre e esclarecido e atendessem o0s
seguintes critérios de inclusdo: Criancas em seguimento no ambulatério de
ortopedia infanti da HCFMRP-USP que foram submetidas a tratamento
cirargico para PCT e nédo estar associado a NF1. Neste estudo foram utilizados
amostras de medula 6ssea de trés pacientes com PCT.

O grupo controle foi composto de dois doadores de medula 6ssea do
Centro Regional de Hemoterapia de Ribeirdo Preto. Foi incluido dois doadores
de medula éssea entre 18 e 30 anos de idade e sem qualquer tipo de alteracéo

oOssea.

4.3Coleta de amostras de medula 6ssea
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Em pacientes com PCT, a coleta de amostra de medula 6ssea foi
realizada de diferentes régios anatbmicos do mesmo paciente: tibia afetada
pela doenca, tibia contralateral ndo afetada, crista iliaca do membro afetado
pela doenca e crista iliaca do membro néo afetada. A coleta foi feita durante a
cirurgia de resseccao do tecido doente, e instalagéo do fixador externo circular
de llizarov realizada pelo servico de ortopedia do Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de S&o Paulo
(HCFMRP-USP).

A coleta de amostra da crista iliaca afetada e ndo afetada foi feita por
puncado do lado anterossuperior. No caso da tibia afetada, a medula éssea foi
coletada perto do local da lesédo, quanto a tibia contralateral foi feita por puncao
do extremo superior. A coleta foi feita apds antissepsia com clorexidina
alcodlica e anestesia raquidiana e/ou geral. Aproximadamente 5 a 10 ml de
amostra foi coletada de cada regido e acondicionado em tubo com
anticoagulante heparina sodica (BD vacutainerTM Becton Dickinson) e
imediatamente processadas. As amostras controle foram colhidas no bloco
cirargico do Hospital das Clinicas de Ribeirdo Preto unidade de transplante de

medula 6ssea

4 41solamento e cultivo das CMM.

As células mononucleares da medula Ossea foram isoladas por
centrifugacdo em gradiente de Ficoll-PaqueTM Plus (Histopaque-1077, GE
Health Care BioSciences, Upsala, Suécia) de densidade 1077 g/mL conforme
descrito a seguir. Primeiramente a amostra de medula 0ssea é transferida para
um tubo coénico de 50 mL e depois € adicionada PBS 1X contendo ACD a 0,6%
até a marca de 30 mL, apOs delicada homogeneizacédo, foi acrescentado
lentamente e de forma continua 13 mL da solucéo Ficoll-paque.

Posteriormente, as amostras foram centrifugadas a 2000 RPM por 30
minutos a temperatura ambiente. ApOs este processo, o anel de células
mononucleares presente na interface das solucdes foi coletado e transferido

para outro tubo. Em seguida, foram lavadas duas vezes com PBS 1X contendo

de 0.6% de ACD e centrifugadas a 1200 RPM por 10 minutos a temperatura
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ambiente. O botdo de células obtido apds o ultimo lavagem foi contada em
camara de Neubauer.

Finalmente as células mononucleares isoladas foram plagqueadas em
garrafas de cultura celular de 75 cm2 (Greiner Bio-One, Frickenhausen,
Alemanha) contendo 15 ml de meio a-MEM (Gibco BRL, Life Technologies,
EUA) suplementado com 15% de soro fetal bovino (SFB) (HyCloneTM), 2,3 g/L
de Hepes (Gibco-BRL, Gaithersburg, MD, EUA), 2,2 g/L de bicarbonato de
sédio e de 100 U/L penicilina/streptomicina (Gibco-BRL, Gaithersburg, MD,
EUA). As células foram mantidas em estufa a 37°C, 5% CO2 e 80% de
umidade

Apos 3 a 7 dias de cultivo, houve a troca de todo o meio, para retirar as
células ndo aderidas na garrafa. Passado este periodo inicial, o meio foi
trocado duas vezes por semana e mantidas até a confluéncia de 80-100%,
guando as células foram entdo tripsinizadas com o uso de tripsina
recombinante (Invirogen).

ApOs a tripsinizagdo, aliquotas de 2x105 células foram plagueadas em
garrafas de 75 cm2 em 15 ml de meio a-MEM suplementado com 15% SFB. A
cada processo de tripsinizacdo contou-se uma passagem. As células foram

expandidas até a terceira passagem.

4.5 Quantificacdo de unidades formadoras de coldnias fibroblastéides (CFU-F)

As células mononucleares separadas pelo gradiente de Ficoll foram
também plagueadas em quatro placas quadriculadas de 35 mm2 (Greiner bio-
one) em uma densidade de 1x105células /placa em meio a-MEM suplementado
com 15% SFB e mantidas em estufa a 37°.C com 5%, de CO2 e o meio
renovado a cada 48-72 horas. Ao final do 14° dia de cultivo, as células foram
coradas com corante Leishman (Doles) por 5 minutos, e quantificadas as
colénias com mais de 50 células fibroblastoides com o auxilio de microscopio
de contraste de fase (Olympus IX50). A quantificacdo das CFU-F € dada pelo
namero de colénias com mais de 50 células dividido pelo nimero total de

células mononucleadas plaqueadas.
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4.6 Caracterizacdo morfolégica das CMM.

A morfologia de CMM foi observada por microscopia de contraste de
fase em microscopio Optico invertido, continuamente ao longo de todo o cultivo.
Para uma caracterizacdo morfologica mais especifica, as CMMs isoladas foram
tripsinizadas e plaqueadas em laminulas de 13 mm sob placas de cultura de 24
pocos e cultivadas por 24h. Apos o periodo de cultivo as CMMs foram
submetidas a coloracdo com corante de Leishman (Doles), para logo ser

analisadas em microscopia 6ptica convencional.

4.7 Caracterizacao imunofenotipica das CMM.

Na terceira passagem, as amostras de CMM foram analisadas a seus
antigenos de superficie celular, por meio de uma marcagcdo com anticorpos
monoclonais especificos (imunofenotipagem). A aquisicdo e a analise foram
realizadas no citdmetro de fluxo FACS Calibur (Becton Dikinson BD, San Jose,
CA, USA) utilizando o software MultiSet (Becton Dikinson, BD, San Jose, CA,
USA).

Foi estabelecido um painel de 14 anticorpos monoclonais utilizado
para a imunomarcacdo das CMM: CD90, CD73 e CD105, CD146, CD166,
CD13, CD29 e HLA-ABC, CD 34, CD14, CD45, CD31 e HLA-DR. Os
fluorocromos conjugados com os anticorpos monoclonais foi: FITC, PE, PerCP
e APC.

Suspensoes celulares contendo 1x105 células foram marcadas com
0,1 ug de cada anticorpo e incubadas no escuro em temperatura ambiente por
15 minutos. A seguir, as células foram lavadas com PBS 1X e analisadas no

citbmetro de fluxo.

4.8Capacidade de diferenciacao celular em linhagens mesodérmicas .
4.8.1 Diferenciacdo Osteogénica

A diferenciacdo osteogénica foi realizada em placas de 24 pocos
(Greiner, Alemanha), previamente montadas com pequenas laminulas estéreis

de 13 mm de diametro (Gold Lab, Ribeirdo Preto, SP, Brasil). Foram
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plagueadas suspencdes celulares contendo 4x104 células/poco para
diferenciacao e 5x103 células/pogo para o controle. Foi utilizado o meio a-MEM
com 15%SFB e mantidos sob as mesmas condi¢cdes anteriormente descritas.

O protocolo de inducao foi iniciado no minimo 24 horas apds o inicio do
cultivo, permitindo as CMM aderirem na laminula e atingirem aproximadamente
uma confluéncia de 40-60%. Apos alcancar a confluéncia desejada, o meio de
cada poco foi removido e em seguida, foi adicionado o meio indutor de
diferenciacao especifico para ostedcito. Para as células do controle negativo,
ou seja, CMM indiferenciadas foram utilizadas o meio a-MEM suplementado
somente com 7,5% SBF (Hyclone) sem a presenca de indutores de
diferenciacdo. O meio indutor utilizado para a diferenciacdo em ostedcito foi
usado o meio a-MEM, suplementado com 7,5% SBF (Hyclone), 0,1 mM de
dexametasona (Decadron Injetavel, Prodome, S&o Paulo, Brasil), 20 mM de
acido ascorbico e 1 M de B-glicerolfosfato (Reagem, Rio de janeiro, Brasil).

As placas foram mantidas em estufa com 80% de umidade, a 37°C com
5% de CO2 e os meios trocados duas vezes por semana. As células foram
monitorizadas por microscopia de contraste de fase (Olympus, IX71) até o
surgimento de indicios da diferenciacao celular.

Para verificar a diferenciacdo osteogénica sera realizada a coloracao de
Alizarin Red. As culturas de células diferenciadas e os controles foram lavados
uma vez com PBS 1X, fixadas por 30 minutos com 500 pL de paraformaldeido
4% (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, EUA) a TA. A seguir, as células foram
lavadas duas vezes com agua mili-Q (Millipore) e incubadas com 500 uL de
corante Alizarin Red por 30 minutos, no escuro. Logo depois, foi lavado
repetidamente com agua mili-Q para remover o excesso de corante. Por ultimo,
as laminulas foram montadas em Permount SP 15 (Fisher, Inglaterra) e
visualizadas em microscopia optica de campo claro (Carl Zeis, Alemanha), e as

imagens adquiridas na camera digital Axiocam (Carl Zeis, Alemanha).

4.8.2 Diferenciacdo Adipogénica

A metodologia de preparacdo das laminas e cultivo foi semelhante a
utilizada com a diferenciacdo osteogénica. O meio indutor utilizado para a
diferenciacao em adipdcito foi o meio a-MEM com 15% SBF (Hyclone), 1 mM
de dexametasona (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, EUA), 2,5 mg/mL de insulina e
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100 mM de indometacina (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, EUA).

Para verificar a diferenciacdo adipogénica foi realizada a coloracéo de
Oil Red. As culturas diferenciadas e seus controles foram lavados uma vez com
PBS 1X e fixadas com 500 pL de paraformaldeido 4% (Sigma-Aldrich, St Louis,
MO, EUA) por 30 minutos a temperatura ambiente. Em seguida, foi adicionada
isopropanol 60% e incubada por 5 minutos. Depois foi adicionado o corante Oil
Red e icubada por 5 min. A seguir foi adicionada hematoxilina e incubada por 5
minutos. Por ultimo, as laminulas foram montadas com gliceraldehido e

imagens adquiridas na camera digital Axiocam (Carl Zeis, Alemanha).

4.8.3 Diferenciagéo condrogénica

Para diferenciacdo em condrécitos suspencdes celulares contendo
1x106 células para diferenciagao e controle foi ressupendidos em meio a-
MEM, suplementado com 15% SBF (Hyclone) e centrifugadas a 1200 RPM por
10 minutos em tubo de polipropilenos de 15 ml para formacdo de um pellet
celular de alta densidade. A maior quantidade de sobrenadante era removido
para ter no final aproximadamente um volumem de 80-100 uL de suspensao
celular. Para formar uma micromassa de células foi colocada 5ul da suspencéo
celular em varios pontos (separado por uma distancia de 2 mm) da placa de
100 mm de didametro com quatro divisdes e mantida na estufa a 37°C com 5%
CO2 por 1 hora. Em seguida, foi adicionada o meio indutor para condrécito
acrescido com TGF-B3 (Prepo Tech), para o controle o meio adicionado foi o
meio indutor sem TGF-B3. A placa foi incubada em estufa a 37°C com 5% CO2
e 0s meios renovados duas vezes por semana por um periodo de 14 dias.

O meio indutor de diferenciacdo em condrdcito foi o meio DMEN (Gibco)
sem SFB suplementado com 100 mM de piruvato de sddio (Sigma), 20% de
albumina, 20 mM de acido ascérbico (Sigma), 1 mM de dexametasona (Sigma)
e 10 uL/mL de TGF-beta (PrepoTech).

Para analise histoquimica e de coloracdo das micromasas de células foi
fixado com paraformaldeido 4% por 15 minutos a temperatura ambiente e

incluido em solucéo crioprotetora (Tissue-Tek® O.C.T) para congelamento em
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acetona gelada. Sec¢cbes de 5um eram realizadas e os cortes submetidos a

coloragéo com Azul de Alcian (Sigma).

4.12 Anédlise do potencial proliferativo

Para andlise do potencial proliferativo das CMM obtida, as células foram
plagueadas em placas de 6 pocos na densidade de 1x104 células/poco, sendo
o experimento de cada populacdo realizada em triplicata. As células foram
cultivadas em estufa imida a 37°C com 5% CO2, com o meio trocado a cada
48-72 horas até atingirem uma confluéncia de aproximada de 90%. Ao
atingirem esta confluéncia as células eram tripsinizadas separadamente,
contadas em camera de Neubauer com Azul de Trypan (Gibco) e plaqueadas
novamente como no inicio. O ensaio foi conduzido até a passagem 10. O
potencial proliferativo das CMM foi avaliado com base no célculo do nimero de
geragodes (“population doubling” ou PD) obtido pelas CMM em cultura:

PD = Log(Nf/No)/Log2,

Onde Nf = numero final de células obtidas ao final de cada passagem e
No= numero inicial de células plagueadas.
Por outro lado, o tempo de divisdo celular (“doubling time” ou DT) das
CMM sera calculado com base na seguinte formula:
DT = PD/T

Onde PD = Numero de geracdes e T = quantidade de tempo (horas) em

gue as células ficardo em cultura.

4.13 Analises das proteinas secretadas pelas CMM

O ensaio para andlise dos niveis das proteinas secretadas pelas CMM
foi utilizado o sobrenadante de cultura destas células. O experimento foi
realizado em triplicata. O método utilizado para este ensaio € a tecnologia
Luminex®. Esta tecnologia permite a deteccdo e quantificacdo simultanea de
multiplos biomarcadores (até 100) em uma mesma amostra. A deteccdo é

realizada em amostras pequenas, aproximadamente 50 pl.
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O principio do ensaio Luminex® é similar ao ELISA “sanduiche’,
associado a citometria de fluxo. Este ensaio utiliza microesferas magnéticas
fluorescentes revestidas com anticorpos especificos para cada alvo estudado.
Anticorpos biotinilados de deteccdo sao adicionados para criar o complexo
“sanduiche”, que é ligado ao conjugado estraptavidina-ficoeritrina. O complexo,
entdo, emite sinal fluorescente que € captado por dois lasers: um deles
identifica e classifica a microesfera, e outro quantifica o biomarcador. Um
processador digital captura esses dados e os envia ao software de andlise da
plataforma de Luminex®.

As proteinas analisadas foram: IL-1 B, IL-6, IL-10, TNF-a, PDGF-AA,
PDGF-BB, VEGF, HGF, GM-CSF, CCL2, CCL3, CCL4, CX3CL1, CXCL8 e
CXCL10. O kit utilizado foi Human Premixed Multi-Analyte® (R&D Systems,
Boston, MA, USA). Este ensaio foi realizado de acordo com o protocolo do
fabricante.

Prévio ao ensaio, as amostras foram centrifugadas a 1200 RPM por 10
minutos. As amostras foram diluidas com o tampé&o especifico do kit (1:2).
Amostras e os padrdes foram pipetados (50 ul) em uma placa com 96 pocos.
Em seguida, foram adicionadas 50 pl das microesferas revestidas com
anticorpos monoclonais. Foram incubadas por 2 horas em um agitador de
placas (IKA MTS 2/4 digital - IKA® Werke Staufen, Alemanha) protegidas da
luz e a temperatura ambiente (20-25°C). Apds o tempo de incubacéo, a placa
foi lavada trés vezes com tampédo de lavagem para remover 0s reagentes nao
aderidos. As lavagens foram realizadas em uma lavadora magnética (Bio-plex®
pro Il wash Station) na qual as microesferas permaneceram retidas na placa
pela acdo de um ima. A seguir, 50 yl de anticorpos secundarios biotenilados
foram adicionadas em cada poco e incubadas por uma hora. Repetimos o
procedimento de lavagem da placa, e adicionar 50 pl de estreptavidina
conjugada com a proteina fluorescente ficoeritrina e incubada durante 30
minutos. Repetimos novamente o procedimento de lavagem da placa. Em
seguida, foram adicionadas 100 ul de tampao de lavagem para ser analisadas
na plataforma Luminex® MAGPIX®.

As concentracfes das amostras analisadas foram calculadas a partir da

curva padrao, obtidas por meio do software XPONENT® (Merck Millipore CO.,
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Darmstadt, Alemanha). Os niveis das proteinas foram expressos em pg/mL.

4.14 Anédlises do potencial da diferenciagcdo osteogénica

4.14.1 Determinagéo da atividade de fosfatase alcalina

Para este ensaio as CMM foram cultivadas em placas de 96 pogos com
0.2x103 células/poco. Apdés 48 horas foram submetidos a diferenciagéo
osteogénica, e o meio foi trocado duas vezes por semana.

A atividade de fosfatase alcalina (ALP, do inglés) foi avaliada aos 7 e 14
dias de diferenciagéo osteogénica, utilizando o kit de substrato fluorescente de
ALP (Vector Laboratories), de acordo com o protocolo do fabricante. Cada
placa correspondente ao periodo de diferenciacédo foi lavada duas vezes com
100 ul de PBS 1X . Depois dos lavados, foi adicionada 50 ul da solucdo de
trabalho, o substrato Vector® Red e incubada durante 1 h a temperatura
ambiente e no escuro. Passado o periodo da reacéo, os poc¢os foram lavados
trés vezes com 100 ul de PBS 1X e fixados com 100 ul de parafolmaldeido 2%
por 15 minutos. Apos o periodo de fixacdo, os pocos foram lavadas trés vezes
com PBS 1X e incubadas com 50 ul de corante fluorescente de DNA Hoechst,
juntamente com o corante de citoplasma CellMaskBlue durante 30 minutos a
temperatura ambiente e no escuro. Apos uma lavagem, as células foram
avaliadas por microscopia automatizada pela plataforma de High Content
Screeing e para analise das imagens obtidas foi utilizada o programa
CellProfiler.

4.14.2 Andlise da formacao da matriz mineralizada

Para este ensaio, as células se cultivaram em garrafas de 25 cm2 com
uma densidade de 5x104 células/g-25 cm2 e foi induzida quando a confluéncia
atingiu a 40-60%, o meio indutor de diferenciacdo osteogénica foi trocado duas
vezes por semana por um periodo de 21 dias.

Apés os 21 dias, as culturas de células diferenciadas em osteoblastos
foram lavadas com PBS 1X, fixada com paraformaldehido 10% por 1 hora.

Apos este tempo, foram lavadas duas vezes com agua MiliQ. Em seguida, foi
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corada com vermelho de alizarina (Alizarin Red S, sigma) a temperatura
ambiente e no escuro por 45 minutos. Apds, foi lavada 4 e armazenadas a -20
até a remocdao do corante

Para recuperacédo do corante foi adicionada 1mL de acido acético 10% e
incubado a temperatura ambiente por 30 minutos com agitacdo constante. A
monocamada de células foi removida e transferida para tubos de propileno de
2mL. Em seguida, foi adicionado sobre a suspengédo de células 200 pL de
6leo mineral, a fim de evitar a evaporacdo do acido acético, e aquecido em
banho seco a 85 °C por 10 minutos. Apéds, os tubos foram colocados no gelo
por 5 minutos e em seguida foram centrifugados a 18.000 RPM por 7 minutos.
Aproximadamente 600 yL do sobrenadante foram transferidos para um novo
tubo de polipropileno de 1mL e a solugao neutralizada com 150-200 pL de
hidréxido de amoénio 10% (pH = 4.1- 4,5).

O corante recuperado foi pipetado 100 ul em placas de 96 pocos e a
concentracdo determinada através da andlise da absorbancia em 405nm no
aparelho SpectraMax M5 Multimode Microplate Readers (Molecular Devises). A

formacédo de matriz extracelular mineralizada foi expressa como absorbancia.

4.14.3 Anélise da expresséao génica dos marcadores da diferenciagao

osteogénica

Para este ensaio, as CMM foram cultivadas quatro garrafas de 25 cm2
com uma densidade de 5x104 células/g-25 cm2. Quando a confluéncia atingiu
a 40-60%, trés garrafas foram induzidas para diferenciacdo osteogénica como
ja foi descrito anteriormente e o meio foi trocado duas vezes por semana até o
dia 21. Quando a confluéncia atingiu a 70-90%, as células da garrafa que néo
foi induzida (TO) foram coletadas para extracdo de RNA. A coleta de células
para extracdo de RNA a partir das garrafas induzidas para diferenciacao foi
realizada nos dias 7 (T7), 14 (T14) e 21 (T21) da diferenciacéo.

4.14.3.1 Extracdo do RNA total

A extracdo do RNA total de cada uma das culturas (TO, T7, T14 e T21)

foi realizado pelo método TRIZOL Reagent (InvetrogemTM , Life Technologies,
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CA, USA ), segundo instrucbes do fabricante. Apds precipitacdo, 0 RNA
extraido foi diluido em agua e estocado a -80°C. O RNA foi quantificado no

espectrofotometro NanoDrop 1000 (Thermo, Scientific) nos comprimentos de
onda 260 e 280 nm. Foi avaliado quanto a integridade e pureza por meio da
analise em gel de agarose 2%. A partir do RNA total, foi sintetizado o DNA
complementar (CDNA).

4.14.3.2 Reacao de Transcri¢cao Reversa

O RNA total foi transcrito em cDNA utilizando o kit High Capacity cDNA
Reverse Transcription Kit (Life Technologies), segundo as instru¢cdes do
fabricante. Para um volume final de 25 ul foram utilizados 2,5 ul de tampé&o de
RT (10X), 2 ul de mix dNTP (100Mm), 2,5 ul de random primers (10X), 0,075 ul
de RNAse inhibitor, 1.25 ul da enzima multiSribeTM Reverse Transcriptase, 2
ug de RNA e agua DEPC suficiente para ajustar o volume. A reacao foi
transcrita no termociclador Veriti® 96 well Thermal Cycler (Life Technologies)
de acordo com as seguintes condi¢cGes de ciclagem: 25°C durante 10 minutos
seguida por 37°C por 120 minutos. Apés a transcricdo, o cDNA foi estocado a -
20°C.

4.14.3.3 Analise da expresséao génica por PCR em tempo real

Para quantificacdo da expressdo genica foi utilizado a metodologia
TagMan™ e foram utilizadas sondas especificas para os genes relacionados
com a diferenciacédo osteogénica (Tabela 1). A normalizacdo da reacao foi feita
pela quantificacdo de trés genes enddgenos (Tabelal). Na reacéo foi utilizada
5,0 ul de TagMan® Universal PCR Master Mix, 2,0 ul de sonda especifica
(40X), 2 ul de cDNA diluido 1:5 (v/v) e agua DEPC suficiente para um volue
final de 10 ul de reacdo. Todas as reaccoes foram realizadas em duplicata e o
nivel de expressao dos genes foi calculado pelo método de unidades relativas

de expresséo (URE).

Tabela 1 - Relacdo de sondas TagMan™ (Life Technologies) utilizadas para

analise da expressado genica por PCR em tempo real.
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Gene Sonda Caracteristica

RUNX2 Hs00231692_m1 Osteogénica
BGLAP Hs01587813 gl Osteogénica
SPP1 Hs00959010_m1 Osteogénica
SPARC Hs00234160_m1 Osteogénica
ALPL Hs01029144 ml Osteogénica
BMP2 Hs00154192 ml Osteogénica
COL1Al1 Hs00164004_m1 Osteogénica
IBSP Hs00173720_m1 Osteogénica
SP7 Hs00541729 ml Osteogénica
ACTB 4326315E Enddgeno
GAPDH 4310884-E Enddgeno
HPRT Endogeno

4.15 Analises do potencial da diferenciacdo em adipocitos

As CMMs foram cultivadas em placas de 96 pocos com uma densidade
0.2x103 células/poco. Apos 48 horas foram submetidos a diferenciacdo em
adipdcitos, e o meio foi trocado duas vezes por semana durante 14 dias. Para
identificar os vacuolos lipidicos se utilizou o kit de corante fluorescente BODIPY
493/503 (Molecular Probes, Leiden, The Netherlands) de acordo com o
protocolo do fabricante. As células foram lavadas trés vezes com PBS 1X e
fixadas com paraformaldeido 2% por 30 minutos no escuro. A seguir, foi lavado
uma vez com PBS 1x e adicionada 50 ul do corante BODIPY 493/503 e
incubada 1 hora a 37°C. Foi repetida a lavagem por trés vezes e adicionada 50
ul de corante fluorescente de DNA Hoechst, juntamente com o corante de

citoplasma CellMaskBlue e incubada por 30 minutos. Finalmente, depois de
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uma lavagem as células foram avaliadas por microscopia automatizada pela
plataforma de High Content Screeing e para analise das imagens obtidas foi
utilizada o programa CellProfiler.

4.13 Andlises estatisticas

Os dados obtidos foram analisados aplicando o Kruskal-Wallis test
usando GraphPad InStat software, versdo 5.0 para Windows (GraphPad
software; www.graphpad.com) e foram considerados significantes os dados
com p<0,05.
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5. RESULTADOS

5.1Caracterizacéo dos pacientes

Na tabela 2, ilustra as caracteristicas clinicas dos pacientes incluidos no
estudo. O primeiro paciente (PCT1) de idade 10 anos, a tibia afetada é o lado
distal esquerda com presencia de pseudoartrose. O paciente dois (PCT2) de
idade 14 anos, a tibia distal direita € o lado afetado sem presencia de
pseudoartrose (faz 5 anos realizou a remoc¢ao da pseudoartrose ). O paciente
trés (PCT3), idade 9 anos, faz 3 anos que ndo apresenta a pseudoartrose. A
cirurgia realizada no momento da coleta de amostras foi excisdo completa da
pseudoartose e colocacao de fixador externo de llizarov no PCT1, osteotomia
para de corrigir a curvatura da tibia proximal direita no PCT2 e alongamento da

tibia afetada e correcao do valgo respectivamente no PCT3.

Tabela 2 - Informacdes clinicas dos pacientes incluidos no estudo.

Dados clinicos PCT1 PCT2 PCT3
Sexo M F F
Idade (anos) 10 14 9
Antecedentes familiares Né&o Né&o Né&o
Idade da primeira fratura (anos) 2 7 -
Numero de cirurgias 8 5 6
Localizacdo da leséo Esquerda Direita Direita

5.2Quantificacdo das unidades formadoras de colbnias fibroblastoides

Na figura 3, observa-se que todas as células isoladas foram capazes de
gerar col6nias fibroblastoides. Apds 7-10 dias foi possivel observar a formacéo
destas colbnias aderidas ao plastico da garrafa. No paciente PCT, observa-se
gue as células isoladas da medula éssea da crista iliaca do membro afetado
(CIA) possuem um numero significativamente maior de colénias em relagdo ao
controle. No caso do paciente PCT2 se pode observar que as células isoladas
da medula 6ssea da tibia afetada (TA) possuem um numero significativamente

menor de coldénias em relagdo as células da tibia ndo afetada (TNA) e ao
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controle. No paciente PCT3 se pode observar que as células da crista iliaca
nao afetada (CINA) apresentam uma quantidade significativamente maior em
relacdo as células da TA e ao controle.
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Figura 2. Unidades formadoras de coldnias fibroblastdéides (CFU-F). Todas as células
foram capazes de gerar CFU-F. Os asteriscos indicam resultados com diferencas significativas
(*) p<0.05 (n=4).

5.3Caracteristica Morfolégica das CMM de pacientes com PCT

Todas as células isoladas foram cultivadas até a terceira passagem.
Nesta passagem todas as células apresentavam uma morfologia fibroblastoide,
caracteristica tipica de uma CMM. A figura 1 ilustra imagens obtidas por

microscopia de contraste de fase das células na terceira passagem.
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PCT1

PCT2

PCT3

Figura 3. Caracteristicas morfolégicas das CMM de pacientes com
Pseudoartrose Congénita da Tibia. CMM do paciente PCT1 aumento de 40X. CMM
do paciente PCT2 aumento de 40X. CMM do paciente PCT3 aumento de 40X. As
Fotografias demonstram que apés a aderéncia ao plastico todas as células isoladas
dos diferentes régios de medula 6ssea apresentaram caracteristicas tipicas de CMM.

5.4Imunofenotipagem das CMM

Na tabela 3, observa-se que as células isoladas possuem caracteristicas
imunofenotipicas compativeis com as das CMMs, isto €, expressao baixa o
ausente dos marcadores de células hematopoiéticas (CD 34, CD14, CDA45),
endoteliais (CD31) e HLA-DR, e uma expressao significativa, mas em
diferentes niveis de intensidade, dos antigenos CD90, CD73 e CD105, CD166,
e HLA-ABC.
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Tabela 3 - Imunofenotipagem das CMM obtidas de pacientes com PCT e

controle.
Antigenos de superficie
(% de células positivas)
Amostras CDh90 CDT3 CDI05 CDl46 CDls6 CD31 CD34 CDI14 CD45 HLA- HLA-
ABC DR
PCT1

CINA 905 963 973 81.7 93.6 12 93.3 14
CIA 77 893 934 332 36.8 28 83.8 6.1
TNA 086 040 86.3 823 271 0.3 Ry 47

TA 0346 893 129 47.0 136 0.6 747 412
PCT2

CINA o0 931 98.7 375 LERY 0.4 20.8 40
CIA 939 974 a3.0 86.2 943 0.6 90.9 0.7
TNA go2 931 98.7 36.7 919 0.7 89.6 32

TA g0 o028 24.7 238 240 0.3 68.2 13
PCT3}

CINA 03 930 23.8 23.1 96.3 0.3 06.9 0.3
CIA 939 973 95.8 86.2 93.6 0.1 06.9 0.3
TNA 974 943 95.8 846 93.7 0.1 93.8 0.3

TA 087 036 83.7 204 00.0 0.2 04.3 0.7
CONTROLE
CI 938 9137 9043 3613 858 1.87 3374 113

Quando se realizou a comparacdo do marcador CD146 das CMM

isoladas do PCT1 e PCT2, nenhuma diferenca significativa foi encontrada

(Figura).

5.5Capacidade de diferenciacdo celular em linhagens mesodérmicas

Para diferenciacéo in vitro, as CMM foram submetidas a processo de

inducdo da diferenciacdo com estimulos especificos para ostedcito, adipdcito e

condracito.
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Figura 4 - Avaliacdo do antigeno de superficie CD146. As CMM do PCT1 e

PCT2 nao apresentaram uma diferenca significativa.

Diferenciacdo em ostedcito.

Apoés a inducdo da CMM com meios apropriados para diferenciacdo em
ostedcitos, observou-se depositado de calcio na matriz extracelular visualizado
através da coloracao Alizarin Red em todas as amostras de CMM de pacientes

com PCT (Figura 5). A diferenciacao foi visualizada entre 17 a 23 dias.

Diferenciacdo adipocitica

A avaliacdo das laminas apo0s a coloracdo com Oil Red evidenciou-se
gue as CMM de pacientes com PCT tém a capacidade de diferenciacdo em
adipdcito com intensidades variaveis, a diferenciacdo foi evidenciada pela
formacédo de vacuolos lipidicos. No caso das CMM isoladas da tibia afetada, a
diferenciacdo em adipdcitos parece ser menor (Figura 6). A diferenciacéo foi

visualizada entre 14 a 23 dias.

Diferenciacdo condrocitica

Apbs os 14 dias de estimulagcdo com meio especifico para diferenciacéo
em condrocitos foi avaliada pela coloragdo azul de alciano que detecta

glicosaminoglicanos. Observa-se que todas as CMM obtidas de pacientes com
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PCT foram capazes de se diferenciarem em condraocitos (figura 7).
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Figura 5. Diferenciagdo osteogénica in vitro das CMM isoladas de diferentes
locais da medula ossea dos trés pacientes com PCT. Fotografias realizadas com
aumento de 100X. Os depositos de calcio sao evidenciados pela coloragdo Alizarin
Red.
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Figura 6 - Diferenciagdo em adipdcito in vitro das CMM isoladas de diferentes
locais da medula ossea dos trés pacientes com PCT. Fotografias realizadas com
microscopia de campo claro com aumento de 100x. Os vacuolos lipidicos s&o

evidenciados pela coloracdo Oil Red.

CINA CIA TA TNA

Figura 6 - Diferenciagdo condrocitica in vitro das CMM isoladas de diferentes
locais da medula ossea dos trés pacientes com PCT. Fotografias realizadas com
microscopia de campo claro com aumento de 400x. Presencia de glicosaminoglicanos

€ evidenciado pela coloragdo azul de alciano.

5.6Formaco de matriz mineralizada

Apoés 21 dias de diferenciacdo osteocitica, a quantificado do corante
Alizarin Red, mostrou significancia estatistica para os valores de absorvbancia

(p<0.05), com as CMM da tibia afetada < iliaca ndo afetada.
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Figura — 8 Quantificacao do corante Alizarin Red. medicicdo em

absorbancia a 405 nm. Os asteriscos indicam resultados com diferencas
significativas (*) p<0.05 (n=3).

4.1 Analise das proteinas secretadas pelas CMM

As CMM usadas para andlise das proteinas foram celulas
indiferenciadas na terceira passagem. A analise foi realizada pela tecnologia
Luminex. Na figura 9, observa-se que as CMM da tibia afetada libera mais
citocinas que o0 resto das celulas. Estatisticamente, s6 alguns s&o
significativos.
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Figura 9 - Andlise das proteinas secretadas pelas CMM obtidas do PCT1.

Os asteriscos indicam resultados com diferencas significativas (*) p<0.05 (n=3).
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