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RESUMO

VALLIM, Frederico CM. Avaliagdo do potencial osteogénico de células estromais
isoladas do foco de pseudoartrose. Rio de Janeiro, 2016. Dissertagao (Mestrado
em Ciéncias Aplicadas ao Sistema Musculoesquelético) — Instituto Nacional de
Traumatologia e Ortopedia, Ministério da Saude, 2016.

Dentre os tecidos do sistema musculoesquelético, 0 0sso possui a maior
capacidade regenerativa, promovendo a restauragao total da forma e fungao
originais. Contudo, falhas no processo de consolidacdo de fraturas
eventualmente ocorrem, resultando na n&o unido ou pseudoartrose. Diante do
grande numero crescente de pacientes que sofrem traumas de diversas origens,
os indices de pseudoartrose e incapacidade fisica aumentaram
proporcionalmente. Sua etiopatogenia ainda ndao €& de todo compreendida.
Diversos estudos demonstraram que os tecidos dos focos de pseudoartrose
hipertréfica e atrofica contém uma populagao celular com fenétipo similar ao de
células mesenquimais do estroma da medula éssea, gerando a hip6tese de que
estes tecidos sejam reservatérios de células mesenquimais originadas do
hematoma fraturario agudo, que interromperam sua diferenciagédo durante o
processo de consolidagcdo. Resta a esclarecer, contudo, se esta interrupgao
estaria relacionada a: (i) um defeito intrinseco nos osteoprogenitores, que os
impediria de responder aos estimulos de diferenciagéo; ou (ii) de disfungdes na
sinalizagao no microambiente, que levariam as células a entrarem em um estado
quiescente, interrompendo o processo de formacido dssea. Neste contexto, o
objetivo do presente estudo foi avaliar as caracteristicas morfofuncionais e a
capacidade de diferenciacdo osteogénica de células isoladas do foco fraturario
de pacientes com pseudoartrose atréfica e hipertréfica. Observou-se que estas
células possuem perfil imunofenotipico caracteristico de células
osteoprogenitoras, hierarquicamente mais diferenciadas do que as células
mesenquimais da medula 6ssea. In vitro, sua taxa de proliferacido € mais lenta
do que a das células mesenquimais da medula éssea, porém esta caracteristica
nao esta associada a uma maior propensdo a entrada em estado de
senescéncia. Quanto ao potencial de diferenciagao, tanto as células estromais
das pseudoartroses hipertroficas como atroficas foram capazes de se diferenciar
para as vias adipogénica e osteogénica in vitro. A capacidade de formagéao
Ossea de células estromais da pseudoartrose atréfica também foi observada in
vivo. Em conjunto, os resultados deste estudo mostraram células
osteoprogenitoras com capacidade de formacado de osso comparavel a células
osteoprogenitoras isoladas de sitios ndo patoldgicos, presentes nos focos de
pseudoartrose.

Palavras-chave: Pseudoartrose atréfica, Pseudoartrose hipertréfica, Células
estromais, Fraturas, Consolidagao 6ssea.
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ABSTRACT

VALLIM, Frederico CM. Osteogenic potential of nonunion tissue-derived stromal
cells. Rio de Janeiro, 2016. Master Thesis. (Master's Degree in Musculoskeletal
System Applied Sciences) — National Institute of Traumatology and Orthopedics,
Ministry of Health, 2016.

Among the tissues that compose the musculoskeletal system, bone has
the major regenerative capacity, being able to restore full original form and
function. However, fracture healing failures eventually occur, resulting in
nonunion. Due to the increasing number of patients with fractures of different
origins, nonunion and physical impairment have grown proportionally in urban
trauma centers. Its pathogeny is still not fully understood. Several studies have
shown that atrophic and hypertrophic nonunion foci tissues contain a stromal cell
population with a phenotype similar to bone marrow mesenchymal stromal cells
(BMSC). This raised the hypothesis that nonunion tissues are a reservoir of
mesenchymal stromal cells originated from acute fracture hematoma, which
interrupted their differentiation during the fracture healing process. However, it
remains unclear whether the failures in consolidation are a consequence of
either: (i) an intrinsic defect in osteoprogenitors, making them unable to respond
to differentiation stimuli, or (ii) to dysfunctions in microenvironment signaling,
which would stimulate a quiescent cell state and the interruption of the repair
process. The present study aimed at evaluating the morphofunctional
characteristics and the osteogenic potential of atrophic and hypertrophic
nonunion tissue-derived stromal cells (NUSC). It was observed that NUSC have
an immunophenotypic profile characteristic of more committed osteoprogenitors
in comparison to BMSC. In vitro, it has lower proliferative rates than BMSC,
which is not related to an increased tendency to enter a senescent state. In
regard to differentiation potential, both atrophic and hypertrophic NUSC were
able to differentiate along the adipogenic and osteogenic pathways in vitro. The
bone-forming capacity of atrophic NUSC was also observed in vivo. Altogether,
the results of this study show that the cells present in the nonunion tissue are
osteoprogenitors, with bone-forming capacity comparable to osteoprogenitors
derived from non-pathological environments.

Keywords: Atrophic nonunion, Hypertrophic nonunion, Stromal cells, Fractures,
Bone healing
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1. INTRODUGAO

Dentre os componentes do sistema musculoequeletico, o0 0sso € o unico
orgao com verdadeira capacidade regenerativa, restaurando totalmente sua forma e
funcdo apods a ocorréncia de uma fratura (ORYAN et al., 2015). No entanto, o
sucesso da regeneragao 6ssea apos uma fratura depende de uma multiplicidade de
fatores, tais como a extensdao da lesdao dos tecidos adjacentes, a presenca de
infeccdo, a extensdo da perda éssea, a distdncia entre os fragmentos 6sseos no
foco de fratura, além de estabilizacdo mecanica adequada. Dessa forma,
dependendo da gravidade da fratura, a capacidade regenerativa do osso pode ser
significativamente comprometida (BORRELLI et al., 2012; BETTS e MULLER, 2014;

METSEMAKERS et al., 2015; ORYAN et al., 2015).

1.1 Consolidagao 6ssea versus nao uniao e pseudoartrose: definicées

Apesar de haver variagao no tempo de consolidacao de fraturas em diferentes
ossos, em geral uma fratura diafisaria de ossos longos consolida apos 3-4 meses
(FROLKE e PATKA, 2007). A consolidagao é6ssea € definida tanto a partir de
critérios clinicos como radiolégicos (EBRAHEIM et al., 1991; MEGAS, 2005; CALORI
et al., 2007; FROLKE e PATKA, 2007; BROWNER et al., 2008; CALORI et al., 2008;
DIMITRIOU et al., 2013b). Clinicamente, uma fratura é considerada consolidada
quando ha auséncia de dor e mobilidade em resposta ao estresse normal sobre o
membro e o mesmo apresenta habilidade plena de sustentacdo de carga, sem
suporte externo (FROLKE e PATKA, 2007, BROWNER et al, 2008).
Radiograficamente o critério de consolidacdo € a presenga de ponte Ossea
(continuidade entre os fragmentos) em trés das quatro corticais (anterior, posterior,

medial e lateral) em radiografias ortogonais (FROLKE e PATKA, 2007).
18



A nao unido é definida como auséncia de progressao do calo ésseo no
periodo de 6-9 meses apds a ocorréncia da fratura. Apds nove meses de nao uniao,
sem sinal de progressao do calo por trés meses consecutivos, caracteriza-se a
pseudoartrose. O aspecto anatomopatoldgico classico € a formagédo de uma falsa
articulagao sinovial, formada por tecido fibrocartilaginoso. Alguns autores definem a
pseudoartrose como sendo o estagio final do processo de ndo unido, quando seu
quadro algico € substituido pela auséncia de dor no foco fraturario (FROLKE e
PATKA, 2007).

Classicamente a pseudoartrose € classificada em atréfica ou hipertréfica.
Este sistema de classificagao foi descrito em 1976 por Weber e Cech e define os
tipos de pseudoartrose baseados na sua vitalidade (ou viabilidade) e potencial de
consolidagdo. Segundo os autores, as pseudoartroses hipertroficas séo
caracterizadas pela existéncia de calo 6sseo exuberante, que nao evolui a ponto de
formar as pontes 6sseas que definem a consolidacdo, por causa de falhas na
estabilizacao mecéanica (WEBER e CECH, 1976) (Fig.1A). Assim, uma vez corrigida
a micromovimentagao excessiva, ocorre a consolidacao (PERREN, 2002). Por outro
lado, as pseudoartroses atréficas ndo apresentam formacdo de calo, ou este é
incipiente, e seriam decorrentes de falhas biologicas (Fig.1B). Seu tratamento,
portanto, necessita de aporte biolégico ao foco de fratura, através de enxertia

autéloga (FROLKE e PATKA, 2007).
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Figura 1. Radiografias representativas de pseudoatroses. (A) Radiografia em antero
posterior do fémur evidenciando extensa osteoformagédo e permanéncia da linha de fratura
(B)Radiografia em anteroposterior da tibia com extensa perda éssea e auséncia de
osteoformacgao regenerativa. Fonte: Arquivo INTO.

A primeira descricdo macroscopica dos tecidos encontrados no foco fraturario
de pacientes com pseudoartrose foi realizada em 1954 por Urist e colaboradores.
Nesta ocasido os autores consideraram que o mecanismo responsavel pela nao
unido era o processo de “degeneragao fibrindide no interior do calo” que interferiria
com a migragao de células osteogénicas do enddsteo/peridosteo através do foc de
fratura (URIST et al., 1954).

A descricdo microscopica de pseudoartrose foi realizada com maiores
detalhes em estudos mais recentes (BROWNLOW et al., 2002; BAJADA et al., 2009;
IWAKURA et al., 2009; KWONG et al., 2009; SCHWABE et al., 2014). Na maior
parte dos casos, o tecido €& formado principalmente por pequenas areas
cartilaginosas, associadas a formagao de pequena quantidade de osso imaturo e

extensa formacgao de tecido fibroso. Ndo ha diferencas significativas entre as células
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do tecido cartilaginoso ou Osseo imaturo em relagdo aos mesmos tecidos
encontrados em fraturas em consolidagcdo (KWONG et al., 2009). Nas
pseudoartroses atroficas, a populagao celular predominante consiste em algumas
células fibroblasticas, em meio a matriz extracelular colageinizada. Alguns
osteoclastos também podem estar presentes no interior de lacunas, caracterizando
seu estado de atividade (BAJADA et al., 2009). Ainda em relagdo a pseudoartrose
atrofica, as areas de ossificagdo sdo em numero reduzido, com predominio da via
endocondral de formagdo 6ssea. Ja na hipertréfica tanto a via via endocondral
quanto a intramembranosa sao utilizadas (REED et al., 2002).

Nas ultimas décadas, o aumento do numero de fraturas decorrentes de
trauma de alta energia como acidentes de transito, lesbées por arma de fogo e
quedas de alturas elevou o numero de casos de pseudoartrose. Em fraturas
fechadas, ocasionadas por trauma de baixo impacto, sua incidéncia é de
aproximadamente 2,5%. Ja nas fraturas abertas, contaminadas e com perda de
partes moles, esse indice chega até 41%. Tais complicagbes geram alto custo
social, além de limitagdbes na capacidade fisica de uma populagdo jovem e
economicamente ativa (BROWNER et al., 2008).

Dessa forma, ha uma alta demanda por tratamentos alternativos para estimular
ou restaurar a regeneracdo Ossea em pacientes com pseudoartrose. Embora
inumeras estratégias tenham sido exploradas com o intuito de desenvolver novos
protocolos clinicos, principalmente no ambito da bioengenharia tecidual e terapia
celular (LONGO et al., 2012; GIANNOTTI et al., 2013; LIEBERGALL et al., 2013;
GOMEZ-BARRENA et al., 2015), a translagdo dos estudos experimentais para a
pratica clinica permanece abaixo das expectativas. Uma das razbes para esse

atraso € o conhecimento incompleto dos mecanismos biolégicos envolvidos no
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processo de consolidacdo 6ssea e como estes fatores estdo envolvidos na

etiopatogenia da pseudoartrose (GOMEZ-BARRENA et al., 2015).

1.2 Tipos de consolidagao e eventos bioldégicos envolvidos

Dependendo do espacgo entre os fragmentos 6sseos e a forma de fixagao
mecanica da fratura, podem ocorrer dois tipos de consolidagao: primaria (direta) ou

secundaria (indireta) (ORYAN et al., 2015).

1.2.1 Consolidagao primaria

Este tipo de consolidagao ocorre somente quando ha reducido anatomica, isto €,
aposigao perfeita dos bordos da fratura, restaurando o contato entre os fragmentos,
e a fixagéo é feita de forma estavel e rigida. Assim, a formagao 6éssea ocorre por via
intramembranosa, diretamente a partir da agregacdo e diferenciagcdo de
osteoprogenitores (PERREN, 1999; ORYAN et al., 2015).

Quando o intervalo entre os fragmentos € menor que 0,01mm e o movimento
interfragmentar € menor do que 2%, isto é, o aumento do espago entre dois
fragmentos &sseos ndo supera 2% do seu comprimento inicial, ocorre a
consolidagao direta por contato (SHAPIRO, 1988). Estruturas denominadas “cones
cortantes” formam-se nas extremidades dos Osteons, a partir dos quais o0s
osteoclastos geram cavidades longitudinais que sao posteriormente preenchidas por
matriz éssea sintetizada por osteoblastos (EINHORN e GERSTENFELD, 2015).
Dessa forma, a continuidade entre os fragmentos é refeita, assim como novos
canais Haversianos, que posteriormente serdo atravessados por vasos sanguineos
neoformados (BUCKWALTER et al., 1996; ORYAN et al., 2015). Portanto, este tipo

de consolidacido se da sem a formagao de um calo 6sseo periosteal. O osso lamelar
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recém depositado € alinhado paralelamente ao eixo longitudinal do osso maduro e é
inicialmente menos denso (BUCKWALTER e COOPER, 1987; ORYAN et al., 2015).

Quando a distancia entre as extremidades ésseas é de 800um a 1 mm, ao
contrario da consolidagao direta por contato, a unido 6ssea e a remodelagao dos
canais de Harvers ndo ocorrem simultaneamente (EINHORN e GERSTENFELD,
2015). Neste caso, a deposi¢cao de matriz 6ssea ocorre perpendicularmente ao eixo
do osso, exigindo posteriormente a reconstrugdo do ésteon (MCKIBBIN, 1978). O
osso imaturo é gradualmente substituido por osso lamelar depositado ao longo do
maior eixo do 0sso, reestabelecendo a estrutura dos dsteons, dos canais de Harvers
e a revascularizagdo (SHAPIRO, 1988). Todo este processo ocorre entre trés e oito
semanas apos a fratura. Em seguida se inicia uma remodelagado secundaria, similar
a que ocorre com o processo de consolidagcado por contato, através da remodelagao
pelos osteoclastos (EINHORN e GERSTENFELD, 2015).

Como a consolidagédo primaria exige fixagao rigida, este processo ndo ocorre
com frequéncia no tratamento de fraturas diafisarias de ossos longos, cujo padréao
atual baseia-se em métodos de estabilidade relativa, que visam permitir
micromovimento entre os fragmentos 6sseos do foco fraturario. Entre os métodos
utilizados com este intuito existem a fixacdo intramedular, a fixacdo externa e a
fixagdo interna em ponte, principalmente no caso de fraturas multifragmentares

(BROWNER et al., 2008).

1.2.2 Consolidagao secundaria

A consolidacdo secundaria, ou indireta, ocorre quando ndo ha reducédo
anatdbmica e estabilizagcdo absoluta da fratura. Por isso, € a forma de consolidacao
mais comum na pratica clinica (MCKIBBIN, 1978) e consiste na combinagdo dos

dois processos de ossificagdo: endocondral e intramembranosa (GERSTENFELD et
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al., 2003). Trata-se de uma série de eventos altamente organizada, dividida em trés
etapas principais e consecutivas: a resposta inflamatoria, seguida pela neoformacéao
tecidual e o remodelamento (GERSTENFELD et al., 2003; EINHORN, 2005;

MARSELL e EINHORN, 2011; PERREN, 2015) (Fig.2).
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Figura 2. Esquema ilustrativo de consolidacéo de fratura diafisaria de osso longo Etapas do
processo de consolidagdo secundaria ilustrando os eventos celulares que caracterizam as
fases anabdlica e catabdlica, o estagio inflamatério, o estagio endocondral e o
remodelamento combinado. A escala temporal equivale a de uma fratura fechada de fémur
de rato fixada com haste intramedular (Modificado de Einhorn e Gerstenfeld, 2015). PMN=
leucocito polimorfonuclear; Linf T = linfocito T; Linf B= linfécito B; MSC= célula tronco
mesenquimal.

Seguindo-se o trauma, o rompimento de vasos sanguineos e o extravasamento
do conteudo medular liberam mediadores pro-inflamatoérios que ativam a cascata de
coagulagao, ocasionando a formagdo de um hematoma, que preenche todo o

espaco entre os fragmentos ésseos, conectando a medula éssea, o peridsteo, o
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enddsteo e o tecido muscular adjacente. A formagcdo do hematoma cria um
microambiente Unico no local da fratura, que é fundamental para as etapas
subsequentes do processo de regeneracdo (SCHMIDT-BLEEK et al., 2015). As
células do sistema imunoldgico inato, como neutrdéfilos, mondcitos e macréfagos,
presentes no hematoma, iniciam a secre¢cao de citocinas e quimiocinas, que
amplificam a resposta proé-inflamatéria local, promovendo sua invasao por células
provenientes da circulacédo periférica (EINHORN e GERSTENFELD, 2015). Como
primeiras células da linha de defesa, os neutrdéfilos iniciam uma resposta de defesa
contra os agentes patdgenos através de fagocitose e liberagdo de espécies reativas
de oxigénio como superoxido e peroxido de hidrogénio, que atuam nas reagdes de
estresse oxidativo, destruindo os agentes patégenos. Além disso, os neutrofilos
induzem a secre¢cao de TNF-a (Tumor Necrosis Factor- a) (GLASS et al., 2011,
CHAN et al., 2015), que por sua vez resulta na liberagdo de sinais inflamatérios
secundarios, como MCP-1 (Monocyte Chemoattractant Protein) e MIP-a
(Macrophage Inflammatory Protein), que estimulam o recrutamento de mondcitos e
macrofagos (SOEHNLEIN e LINDBOM, 2010). Simultaneamente, TNF-a atua como
um agente quimiotatico de células necesséarias ao processo de neoformacgao
tecidual, como as células mesenquimais (KON et al., 2001;CHO et al., 2002).

Uma vez ativados, os macrofagos atuam na remocgao fagocitica de restos
necroticos e secretam fatores necessarios para o recrutamento, migracdo e
proliferacdo de células mesenquimais, progenitores endoteliais e osteoblastos, tais
como IL-1 (Interleukin), BMP (bone morphogenetic proteins) -2, -5 e -7, bFGF (basic
fibroblastic growth factor), TGF-B (transforming growth factor-), PDGF (platelet-
derived growth factor) e IGF (insulin-like growth factor) (ORYAN et al., 2015). A
secrecao de IL-1 induz a producéo de IL-6 pelos osteoblastos periosteais, que por

sua vez estimula a diferenciacdo das células mesenquimais recrutadas e a
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angiogénese local através da secrecao de VEGF (Vascular Endothelial Growth
Factor) (KON et al., 2001; WALSH et al., 2006).

Em resposta aos fatores de crescimento secretados, as células mesenquimais
presentes nas areas mais centrais e hipoxicas do foco fraturario diferenciam-se em
condroblastos, dando origem ao calo mole cartilaginoso. Nas por¢des distais da
fratura os osteoblastos periosteais iniciam o processo de ossificagao
intramembranosa, sintetizando osso imaturo. Com o avango da formacgdo de
cartilagem nas regides mais centrais, TGF-B (transforming growth factor-@) -2 e -3 e
TNF-a induzem a hipertrofia e apoptose dos condrdcitos, a producdo de VEGF e o
inicio da mineralizagdo da matriz. Enquanto a cartilagem € calcificada, vasos
sanguineos invadem a regiao, trazendo um aporte de condroclastos e novas células
mesenquimais. Os condroclastos removem a matriz cartilaginosa calcificada e as
células mesenquimais diferenciam-se em osteoblastos, que iniciam a deposicdo de
osso imaturo. Dessa forma, o calo mole é substituido pelo calo duro (EINHORN e
GERSTENFELD, 2015).

Na fase de remodelamento, os osteoclastos reabsorvem o osso imaturo
enquanto os osteoblastos resintetizam a matriz na forma de osso lamelar. Assim, o
calo duro é modelado, restaurando a sua forma e tamanho e as propriedades

biomecanicas originais do segmento 6sseo (ORYAN et al., 2015).

1.3 Etiopatogenia da pseudoartrose

Considerando-se a teoria de Weber e Cech, de 1976, que € a mais amplamente
aceita, tem-se uma relagdo direta de causa e efeito entre falha mecanica e
pseudoartrose hipertréfica e falha biolégica e pseudoartrose atrofica (WEBER e

CECH, 1976). No entanto, esta cada vez evidente que a pseudoartrose € uma
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condigdo multifatorial (MEGAS, 2005; HOBBY e LEE, 2013; HADJIARGYROU e
O'KEEFE, 2014; EINHORN e GERSTENFELD, 2015; METSEMAKERS et al., 2015).
Diversos aspectos relacionados a fratura, como o tipo e a intensidade de energia do
trauma, a distancia entre os fragmentos fraturarios, o tamanho, alinhamento e
estabilidade desses fragmentos e a presenca de infeccdo podem influenciar
negativamente o processo de regeneracado 6ssea (CALORI et al., 2008; BORRELLI
et al., 2012; HOBBY e LEE, 2013; BETTS e MULLER, 2014; METSEMAKERS et al.,
2015). Do mesmo modo, caracteristicas do individuo, como idade, sexo, quadro
geral de saude e o historico de cirurgias pregressas também podem contribuir de
forma significativa no processo de consolidagdo 6ssea (MEGAS, 2005; BORRELLI
et al., 2012; DRISSI et al., 2014). Se estas condi¢cbes forem controladas, resta a
complexidade bioldgica inerente da regeneragao 6ssea como causa a ser explorada.
Uma vez que a consolidagdo 6ssea envolve diversas interagcdes celulares, que
dependem da sinalizacdo mediada por inumeras citocinas, quimiocinas e fatores de
crescimento, qualquer alteracdo nesses eventos pode resultar na interrupgao da
formagdo éssea e desenvolvimento de pseudoartrose (MARSELL e EINHORN,

2011).

1.3.1 Alterag6es genémicas

A observacgao clinica de grupos de pacientes com padrdes de fratura e fatores de
risco semelhantes resultando em desfechos distintos de consolidacao, levantou a
hipétese de predisposicao/susceptibilidade genética de certos individuos ao
desenvolvimento de pseudoartrose (DIMITRIOU et al, 2011; DIMITRIOU e
GIANNOUDIS, 2013a). Neste contexto, estudos envolvendo a analise de
polimorfismos de nucleotideo unico (SNPs, single nucleotide polymorphisms) foram

realizados para avaliar alteragbes em genes envolvidos no processo de
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consolidagdo (DIMITRIOU et al., 2011; ZECKEY et al, 2011; DIMITRIOU e
GIANNOUDIS, 2013a; GUIMARAES et al., 2013; SATHYENDRA et al., 2014).

Os SNPs representam uma nova geracdo de marcadores genéticos que
caracterizam a alteracao, delecdo ou insercdo de um unico nucleotideo em uma
sequéncia génica (NAKAMURA, 2009). Eles s&o utilizados como forma de relacionar
variabilidade genética a diversidade fenotipica e propensao a doengas (MCCARTHY
et al., 2008).

Em 2013, Dimitriou e colaboradores demonstraram uma relacdo positiva entre
pseudoartrose atrofica e a existéncia de polimorfismos nos genes de Noggin e
Smad-6, que atuam na cascata de sinalizagdo de BMPs, cujo papel é fundamental
na indugdo da formagao 6ssea (DIMITRIOU et al.,, 2013b). De forma similar, foi
observada uma associagcado significativa entre haplotipos dos genes de PDGF
(ZECKEY et al., 2011), BMP-4, FGFR1 (Fibroblast growth factor receptor)
(GUIMARAES et al., 2013), IL-1B, NOS2 (Nitric oxide synthase) (SATHYENDRA et
al., 2014) e pseudoartrose, indicando que polimorfismos nesses genes podem
representar um fator de risco para o seu desenvolvimento.

Contudo, é importante salientar que embora as variagbes genéticas possam
conferir susceptibilidade ou resisténcia a determinada doenga, a maioria das
doencgas genéticas ndo sado causadas exclusivamente por uma unica alteragao
génica (MCCARTHY et al., 2008). Ao contrario, sdo determinadas por interagdes
complexas entre multiplos genes e fatores ambientais, que podem resultar ou nao
em perda de funcdo (NAKAMURA, 2009). Por isso, ainda nédo existem provas
definitvas de que uma predisposicdo genética seja determinante para a

consolidagao 6ssea deficiente (DIMITRIOU et al., 2013b).

1.3.2 Alteragdes na expressao génica
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Um numero crescente de estudos em modelos animais demonstra que
alteragdes na expressdo génica, e consequentemente, no nivel de expressao de
proteinas envolvidas nas diferentes etapas do processo de regeneracdo Ossea
podem contribuir ou resultar diretamente na inibicdo da consolidagdo (MARSELL e
EINHORN, 2011).

Quanto a influéncia de citocinas, fatores de crescimento e hormdnios,
Gerstenfeld e colaboradores (2001) demonstraram que camundongos com delegao
dos genes de p55 e p75, dois receptores de TNF-a, apresentaram inibicdo da
formagdo dssea intramembranosa na regiao periosteal em fraturas diafisarias de
tibia. Conforme o processo de consolidacido avancou, verificou-se um atraso na
hipertrofia dos condrocitos e na reabsorgdo da cartilagem. De forma semelhante, a
delecao de Irs-1 (Insulin receptor substrate), necessario para a sinalizagdo mediada
por IGF-1 e insulina, resultou em falha de consolidagcdo e acumulo de tecido
conjuntivo no local da fratura. Esta inibicdo resultou da formagao do calo 6sseo, e
diminuicdo da proliferagcdo de condrocitos (SHIMOAKA et al., 2004). J& Wang e
colaboradores (2013) demonstraram a importancia do peptideo relacionado ao
horménio paratiroideano (PTHrP, parathyroid hormone-related peptide), cujo papel é
essencial na regulacao fisioléogica da formagcdo e manutencdo da massa oéssea
(KABACK et al., 2008; ASPENBERG, 2013). Os pesquisadores observaram que a
haploinsuficiéncia (delecdo de um dos alelos) de PTHrP resultou na redugéo do
tamanho do calo e na formagdo de cartilagem, diminuicdo na expressao de
proteinas envolvidas na indugdo de diferenciagcdo osteoblastica e na reabsorcao
ossea (WANG et al., 2013).

No contexto da via de BMPs, observou-se que camundongos com delecéo de
BMP-2 ndo sao capazes de formar calo 6sseo em fraturas diafisarias de fémur,

indicando que a expressao desta proteina € fundamental para o inicio do processo
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de consolidagao (TSUJI et al., 2006). Dos membros da via de Wnt, cuja ativacéo é
necessaria para a diferenciagdo de osteoprogenitores (PITERS et al., 2008;
KOMATSU et al., 2010), verificou-se que a inativagado do co-receptor LRP-5 (Low
density lipoprotein receptor related protein) resultou na redugcado da area do calo,
assim como seu conteudo e densidade minerais (KOMATSU et al., 2010). Também
foi observado que a delecdo de um dos alelos do gene de Wnt5a inibiu a formagéao
do calo cartilaginoso (calo mole) e retardou a remog¢ao da cartilagem e o
remodelamento 6ésseo em fraturas fechadas de fémur (CLIFTON et al., 2014).

Sobre a regulagdo da via de sinalizagdo de FGF, Su e colaboradores (2008)
demonstraram que mutagbes com ganho de fungédo do receptor FGFR3, conhecido
por modular negativamente o processo de ossificagdo endocondral (COLVIN et al.,
1996; DENG et al., 1996), resultou em retarde de consolidagdo, por inibicdo da
diferenciacao de células mesenquimais em condrécitos (SU et al., 2008). Por fim, no
contexto das MMPs (metaloproteinases), verificou-se que a delegcdgo de MMP-13
inibiu significativamente a reabsor¢do de cartilagem no foco fraturario, como
consequéncia da inibicdo da penetragao de vasos sanguineos e recrutamento de

condroclastos (KOSAKI et al., 2007).

1.3.3 Aspecto vascular
Embora a ocorréncia de pseudoatrose atréfica tenha sido inicialmente atribuida a
vascularizagao ineficiente na regido da fratura, as evidéncias indicam que o aporte
vascular nessa circunstancia € normal e semelhante ao de pseudoatrose hipertrofica
(QUACCI et al., 1991; SANTAVIRTA et al., 1992; REED et al., 2002; BAJADA et al.,
2009). Através de analises por imunohistoquimica, outro estudo demonstrou néo
haver diferenca significativa entre o numero de vasos sanguineos no tecido do foco

fraturario obtido de pacientes com pseudoartrose atréfica, hipertrofica e
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consolidagdes normais (REED et al, 2002). Em estudo similar realizado
recentemente, Schwabe e colaboradores (2014) também reportaram nao haver
diferengca entre o grau de vascularizacdo de tecidos obtidos de pacientes com
pseudoartrose atrofica e com consolidacdo normal. Dessa forma, atualmente
acredita-se que uma ma vascularizagcdo nao seja a principal causa de

desenvolvimento de pseudoartrose (SCHWABE et al., 2014).

1.3.4 Aspectos celulares

A observacédo de que o tecido de pseudoartrose nao é avascular (REED et al.,
2002) reforgou a hipétese de Hernigou e Beaujean (1997) de que a pseudoartrose
poderia estar associada a redugédo na frequéncia de osteoprogenitores na medula
O0ssea, e consequentemente, no foco fraturario. De fato, posteriormente foram
apresentadas evidéncias de que a frequéncia de células mesenquimais do estroma
da medula (BMSC, Bone Marrow Stromal Cells) estaria reduzida em pacientes com
pseudoartrose atrofica (SEEBACH et al., 2007).

Corroborando estes achados, Mathieu e colaboradores (2013) observaram
menor frequéncia de células mesenquimais em suspensodes de aspirado de medula
Ossea da crista iliaca de pacientes com pseudoartrose atrofica, em comparagdo com
doadores normais. Entretanto, as células dos pacientes com pseudoatrose tinham
potencial de diferenciagcao in vitro semelhante as derivadas dos doadores normais.
Dessa forma, concluiram que apesar desses pacientes terem menos
osteoprogenitores na medula 6ssea, a capacidade de diferenciagdo osteogénica
dessas células estava preservada. No entanto, nao foi descartada a possibilidade do
recrutamento e migragao das células mesenquimais nao ocorrer de forma eficiente

em pacientes com pseudoatrose, assim como do microambiente fraturario nao
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promover a sinalizagdo adequada para induzir a formagao 6ssea (MATHIEU et al.,

2013).

1.3.41 Células mesenquimais da medula 6ssea: conceitos do sistema in
vitro versus in vivo

O termo “célula mesenquimal do estroma da medula éssea” refere-se a uma
populacao celular altamente heterogénea, isolada através de sua capacidade de
adesdo aos frascos de cultivo, a partir de suspensdes celulares totais da medula
Ossea (BIANCO et al., 2013).

Na tentativa de entender a especificidade da relagdo entre osso e
hematopoese, pesquisadores transplantaram fragmentos de medula 6ssea, sem
0sso, em sitios heterotopicos e inesperadamente observaram a formagao de um
ossiculo, com histologia e arquitetura préprias do tecido ésseo. Dessa forma,
concluiram que a medula 6ssea continha uma “entidade” com capacidade (potencial)
para gerar osso (BIANCO et al., 2013).

No entanto, as primeiras culturas in vitro de BMSC somente foram
estabelecidas em uma série de experimentos realizados na década de 1970 por
Alexander Friedenstein e colaboradores (FRIEDENSTEIN et al., 1976; BIANCO,
2011; BIANCO et al.,, 2013). Primeiramente, Friedenstein demonstrou que o
potencial osteogénico da medula 6ssea estava contido numa fragdo de células do
estroma que formava col6nias quando cultivada em baixa densidade. Por isso,
denominou-as “Unidade Formadora de Colbnias Fibroblastoides” (CFU-F, Fibroblast
Colony Forming Unit). Por fim, baseado na observagao de que o transplante in vivo
de células originadas a partir de uma unica colénia no subcutaneo de camundongos
gerava ossiculos heterotopicos contendo todos os tipos celulares e tecidos

encontrados em um segmento 6sseo, isto &, osso, cartilagem, adipdcitos e estroma
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mielossuportivo, formulou a teoria de que a medula éssea continha uma segunda
classe de células-tronco, que foi denominada “célula-tronco estromal” (BIANCO et
al., 2010; BIANCO et al., 2013).

Na década de 90, considerando que os tecidos que compdéem a medula
Ossea seriam derivados do mesénquima embrionario, Arnold Caplan sugeriu que a
célula-tronco estromal seria um remanescente de uma célula-tronco mesenquimal
embrionaria (CAPLAN, 1991). A partir de entdo, cunhou-se o termo “célula-tronco
mesenquimal’, que perdura nos dias atuais, embora sua validade conceitual seja
criticada por estudiosos da area (HORWITZ et al., 2005; BIANCO et al., 2010;
BIANCO et al., 2013). Isto porque o termo “mesenquimal’ também se refere a
derivados mesodermais nao esqueléticos, como coragdo, células endoteliais e
musculo. Assim, todos esses tecidos seriam derivados de um ancestral comum. No
entanto, além de nao existirem evidéncias concretas da existéncia deste ancestral
comum, esta teoria vem de encontro a conceitos do desenvolvimento embrionario,
como a segregacgao do potencial osteogénico e miogénico dos somitos e a auséncia
de potencial miogénico no mesoderma lateral (BIANCO et al., 2013). Além disso,
argumenta-se que O proprio 0sso nao possui um ancestral comum na fase
embrionaria. Componentes do esqueleto axial e apendicular sdo derivados de
diferentes especificagdbes do mesoderma e muitos ossos craniofaciais derivam do
neuroectoderma (BIANCO et al., 2010).

O termo “célula-tronco” também €& questionavel, uma vez que uma das
principais propriedades de células-tronco, o potencial de autorrenovagao, nao é
observado em todas as células de uma cultura de BMSC. Apenas uma fragao
especifica das BMSC, que expressa o antigeno de superficie CD146, contém células
capazes de gerar um ossiculo contendo areas de hematopoiese quando

transplantadas in vivo e ainda restaurar o conjunto de células CD146" (SACCHETTI
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et al., 2007). De fato, Pittenger e colaboradores (1999) ja4 haviam demonstrado
anteriormente que somente um tergco das col6nias sdo multipotentes e capazes de
diferenciacao para as linhagens osteogénica, condrogénica e adipogénica. Enquanto
células derivadas de algumas colénias podem formar osso, gordura e sustentar a
hematopoese, outras somente formam osso ou tecido conjuntivo (MANKANI et al.,
2007; BIANCO et al., 2008; SWORDER et al., 2015).

Portanto, a fracdo de células isolada por adesdo ao plastico é, na verdade,
composta por populagbes celulares distintas, em diferentes estagios de
diferenciacdao. Por isso, a ado¢do da nomenclatura “células mesenquimais do
estroma” para estas culturas foi proposta pela Sociedade Internacional de Terapia
Celular (ISCT, International Society for Cellular Therapy) (HORWITZ et al., 2005).
Além disso, para serem consideras BMSC, as células devem ter expressao
comprovada de CD105 (glicoproteina de membrana denominada endoglina), CD73
(enzima denominada ecto-5’-nucleotidase) e CD90 (ou Thy-1, proteina de
membrana originalmente expressa em timécitos) e capacidade de diferenciagao in
vitro para as linhagens osteoblastica, condrogénica e adipogénica (DOMINICI et al.,
2006).

In vivo existe ainda uma controvérsia significativa em relacdo a origem e
identidade do que, in vitro, denomina-se conjuntamente de BMSC (BIANCO e
COSSU, 1999; BIANCO et al., 2008; DA SILVA MEIRELLES et al., 2008; BIANCO et
al.,, 2013; MORRISON e SCADDEN, 2014). Diante dos achados de Sacchetti e
colaboradores (2007), nos quais verificou-se que as células com potencial de formar
0sso0, gordura, cartilagem e recriar o microambiente hematopoético in vivo estavam
contidas na subpopulacdo CD146", formulou-se a teoria de que a “verdadeira”
célula-tronco do estroma da medula, entdo denominada SSC (Skeletal Stem Cell)

estaria contida nessa fragdo apenas (SACCHETTI et al., 2007; BIANCO et al.,
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2008). Em andlises in vivo, células expressando CD146 foram observadas
revestindo externamente a parede de sinusoides (SACCHETTI et al., 2007), o que
deu origem a teoria de que as SSC residam em um nicho perivascular (BIANCO et
al., 2008). No entanto, estudos demonstram que o nicho perivascular também é
heterogéneo e composto por diversas populagdes celulares, envolvidas no controle
da atividade de células-tronco hematopoiéticas (MENDEZ-FERRER et al., 2010;
DING et al., 2012; MORRISON e SCADDEN, 2014; ZHOU et al., 2014). Dessa
forma, a real identidade da SSC na medula 6ssea, assim como a hierarquia do seu
processo de diferenciacdo até osteoblastos, condrdcitos, adipécitos e estroma de
sustentagcdo da hematopoese, gerando diferentes niveis de progenitores, ainda séo
desconhecidos e objeto de ampla investigacao (BIANCO et al., 2013; CHAN et al.,

2013; SWORDER et al., 2015; WORTHLEY et al., 2015).

1.3.4.2 Potencial de diferenciagdo de células mesenquimais e
pseudoartrose

As células-tronco e progenitores, além de manterem a homeostasia tecidual,
também atuam na resposta a lesdes, migrando para estes locais e iniciando a
geracgao de células diferenciadas, que irdo repor o tecido lesionado, seja através de
regeneragao do tecido original ou por geragao de tecido cicatricial (HADJIARGYROU
e O'KEEFE, 2014).

A possibilidade da frequéncia de células mesenquimais na medula de
pacientes com pseudoartrose atréfica ser reduzida gerou a hipétese de que falhas
na consolidagdo poderiam estar relacionadas a falta ou numero insuficiente de
células no foco fraturario (SEEBACH et al., 2007). No entanto, estudos posteriores

demonstraram que o tecido do foco de pseudoatrose contém células com
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caracteristicas semelhantes as BMSC, quando cultivadas in vitro (BAJADA et al.,
2009; IWAKURA et al., 2009).

Estudando a composicdo do tecido de pseudoartrose hipertrofica, Iwakura e
colaboradores (2009) isolaram células aderentes, com morfologia fibroblastéide e
expressao dos antigenos CD105 e CD90. Além disso, verificaram que apés indugao
com substancias especificas, as células foram capazes de se diferenciar para as
vias osteogénica, condrogénica e adipogénica. Dessa forma, concluiram que o
tecido de pseudoartrose hipertréfica seria um reservatério de células mesenquimais,
com capacidade normal de gerar 0sso.

Neste mesmo ano, Bajada e colaboradores (2009) examinaram o foco de
pseudoatrose atréfica e também relataram o isolamento de células aderentes, com
morfologia fibroblastdide e expressando de CD105. Analisando a capacidade
proliferativa e o potencial de diferenciagao in vitro das células do tecido de n&o-unido
(NUSC, nonunion stromal cells) em comparagdo com BMSC isoladas da crista iliaca
de pacientes submetidos a cirurgia de fusao vertebral, verificaram que as NUSC
foram capazes de diferenciar para as trés linhagens mesenquimais. Porém, em
comparagao com as BMSC, apresentaram uma menor capacidade de mineralizagao.

Ambos os estudos (IWAKURA et al., 2009; BAJADA et al., 2009) além de nao
terem investigado a expressdo de CD146 nas células do foco de pseudoartrose,
utilizaram o método de indugdo in vitro a partir de tratamento com coquetéis
indutores, para avaliar a capacidade de diferenciagcdo das células. Embora seja
amplamente utilizado na literatura, reconhece-se que este método € artificial e
suscetivel a gerar falsos resultados, uma vez que a alta concentragdo de seus
fatores é capaz de promover a reprogramacgao das células (BIANCO et al., 2013;
ROBEY et al., 2014). A metodologia padrao para avaliar a verdadeira capacidade de

diferenciagcao de uma populacido de células do estroma da medula é o transplante
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heterotdpico in vivo. Como n&o ha fatores indutores externos, os tecidos gerados por
essas células nessas condicdes representam a real expressao de seu potencial e
nao uma capacidade induzida (BIANCO et al., 2010; BIANCO et al., 2013).

Considerando que as células multipotentes da medula, as SSC, residem na
subpopulagdo CD146"(SACCHETTI et al., 2007), avaliar a sua expressdo €
essencial para a determinagdo do estagio de comprometimento dessas células na
hierarquia do processo de diferenciacdo e, dessa forma, aprofundar os
conhecimentos sobre em que momento ocorreu a sua interrupcao.

Portanto, a literatura vigente ainda ndo permite concluir se as células presentes
no foco fraturario sao intrinsicamente capazes de formar osso no ambiente in vivo e
se, confirmado este potencial, a falha da consolidagdo seria decorrente de
disfuncbdes na sinalizagdo no microambiente da fratura, que levariam as células a
entrarem em um estado quiescente, interrompendo o processo de formagao dssea.
Um melhor conhecimento dos progenitores osteogénicos presentes na medula
Ossea e no tecido do foco fraturario de pacientes com pseudoartrose € fundamental
para o entendimento da fisiopatologia da doenga para o desenvolvimento de novas

estratégias terapéuticas.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar a frequéncia de progenitores mesenquimais na medula éssea de

pacientes com pseudoartrose e verificar a associagcao das células presentes no

tecido do foco fraturario ao sistema estromal e sua capacidade de formacio 6ssea

in vivo.

2.2 Objetivos Especificos

1. Avaliar a eficiéncia de formacdo de colbnias e o potencial
clonogénico de progenitores mesenquimais isolados da medula dssea
da crista iliaca;

2. Caracterizar, por citometria de fluxo, o perfil imunofenotipico das
células do foco de pseudoartrose em comparagcdo a células
mesenquimais do estroma da medula e osteoblastos;

3. Analisar a atividade proliferativa e o grau de senescéncia in vitro
das células do foco de pseudoartrose;

4. Avaliar o potencial de diferenciacao in vitro das células do foco
de pseudoartrose para as vias adipogénica e osteogénica;

5. Avaliar a capacidade de formagao de osso heterotépico atraves

do transplante in vivo de células do foco de pseudoartrose.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Selegao de pacientes e coleta de amostras teciduais

Foram incluidos neste estudo pacientes de ambos os géneros, com idade
superior a 18 anos, portadores de fraturas diafisarias de ossos longos que evoluiram
para pseudoartrose hipertréfica ou atrofica, operados no Instituto Nacional de
Traumatologia e Ortopedia Jamil Haddad (INTO/MS) a partir de junho de 2013.
Foram excluidos do estudo os pacientes com infecgao 6ssea no local da lesdo em
qualquer momento do tratamento anterior a abordagem cirurgica feita pela equipe do
INTO, assim como infeccdes sistémicas de outra natureza, portadores de discrasias
sanguineas, doencas hematoldgicas graves, neoplasias malignas exceto carcinoma
basocelular, diabetes descompensada, ictericia, alcoolismo e pacientes em uso de

terapia imunossupressora.

3.2 Diagnéstico de pseudartrose

A pseudoartrose foi definida como a “ndo consolidagcdo Ossea apds um
periodo minimo de nove meses da fratura inicial”’. O diagndstico foi estabelecido em
duas radiografias ortogonais consecutivas, com intervalo minimo de trés meses
(FROLKE e PATKA, 2007), em pacientes com quadro clinico de incapacidade de
apoio de carga no membro afetado. A ndo consolidacéo foi definida com base no
escore RUST, descrito para fraturas diafisarias tibiais (EBRAHEIM et al., 1991;
KOOISTRA et al., 2010), onde avalia-se a presenga de ponte 6ssea e de linha de
fratura visivel nas projegbes em anteroposterior e perfil do segmento 6sseo (Anexo

1). Os pacientes com escores abaixo de sete pontos foram diagnosticados com
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pseudoartrose. Todos os pacientes tiveram ficha de identificacdo (Anexo 2)
preenchida e foram estratificados segundo o escore para pseudoartrose descrito por

Calori e colaboradores (2007) (Anexo 3).

3.3 Coleta de amostras teciduais

A coleta das amostras teciduais ocorreu no momento da cirurgia para
tratamento da pseudoartrose (Fig.3). Pela via de acesso utilizada no procedimento
principal, foi ressecado todo o tecido fibroso que se encontrava interposto no foco de
fratura (Fig. 3A), até a exposicdo completa dos bordos 6sseos fraturarios. Em
seguida foram colhidos fragmentos 6ésseos com ajuda de uma goiva, dos bordos de
cada lado da fratura, variando num total de 2 a 3 fragmentos de cada bordo com
volume de cerca de 1cm?® (Fig. 3D). Todos os pacientes foram tratados com enxertia
0ssea autéloga no foco, sendo o sitio doador a porgao anterior da crista iliaca. Os
fragmentos ésseos esponjosos foram retirados deste sitio segundo técnica padréao
com uso de curetas e, dois a trés dos fragmentos retirados com volume de cerca de
0.125 cm?® (cuboidais com 0.5cm de lado) semelhante ao dos fragmentos dsseos do
foco, foram enviados para o isolamento celular (Fig. 3C). As amostras foram
acondicionadas em frascos estéreis mantidos a 4°C e encaminhadas imediatamente

para o Centro de Tecnologia Celular (CTC) do INTO, onde foram processadas.
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Figura 3. Coleta e aspecto macroscoépico das amostras teciduais. (A) Retirada de fragmento
do tecido fibroso de pseudoartrose atrofica diafisaria de umero. (B) Retirada de fragmento
0sseo dos bordos da fratura. (C) Osso esponjoso obtido da crista iliaca para enxertia. (D)
Osso cortical. (E) Tecido fibroso do foco de pseudoartrose.

3.4 Aspectos éticos

O protocolo do estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do
INTO (CEP n° 476.062, ANEXO 4). Os pacientes foram esclarecidos sobre os
procedimentos e assinaram um termo de consentimento livre e esclarecido, de

acordo com a resolugao 466/2012 do Conselho Nacional de Saude (anexo 5).

41



3.5 Isolamento de células mesenquimais do estroma da medula éssea (BMSC)

Os fragmentos de tecido 6sseo esponjoso da crista iliaca foram lavados com
solugédo salina tamponada (PBS, phosphate buffer saline) para dissociacdo da
medula 6ssea. A suspensao celular obtida foi distribuida na densidade de 8,0 x 10°
células nucleadas/cm?® em DMEM (Dulbecco’s Modified Essential Medium-Low
Glucose, Vitrocell, Campinas, SP, Brasil) suplementado com 10% de soro fetal
bovino (SFB, Invitrogen-Molecular Probes, Carlsbad, CA, USA) e antibi6ticos
(penicilina G sddica 100 U/ml e estreptomicina 100 ug/ml, Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, USA) e incubadas a 37°C com 5% de CO; por trés dias. Apds este periodo, as
células nao aderentes foram removidas através de lavagem com PBS, o meio de
cultura foi trocado e as células aderentes foram mantidas por 14 dias, quando
foram removidas com solugéo de tripsina 0,125% EDTA 0,78mM e expandidas até

a terceira passagem.

3.6 Ensaio de eficiéncia de formagao de colénias — CFE

ApoOs obtencdo da suspensao celular de medula éssea conforme descrito
acima, 2x10° células nucleadas foram cultivadas em frascos de cultura de 25 cm?
em 5 mL de DMEM suplementado com 10% de soro fetal bovino e antibiéticos, a
37°C com 5% de CO,. Apds 14 dias, as colbnias foram fixadas com solugdo de
formol a 10% e coradas com solugdo aquosa saturada de cristal violeta. Apds
secagem a temperatura ambiente (TA), realizou-se a contagem das col6nias e a
medicdo dos seus diametros. Colénias com menos de 50 células nao foram

consideradas na quantificagao.
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3.7 Isolamento de células do foco de pseudoartrose (NUSC) e do tecido 6sseo

(HOB)

Os tecidos do foco de pseudartrose e o6sseo foram lavados com PBS,
picotados em pequenos fragmentos e incubados em solugado de colagenase a 1%
(Invitrogen-Molecular Probes, Carlsbad, CA, USA) por 40 minutos a 37°C. Apés este
periodo, as células obtidas foram centrifugadas a 300x g por 10 minutos e
ressuspensas em DMEM suplementado com 10% SFB e antibiéticos. Os tecidos
foram lavados e reincubados com solugédo de colagenase por mais 40 minutos. As
células obtidas foram processadas como descrito. As duas baterias celulares foram
misturadas e 1,0x10° células foram cultivadas em garrafas de 75cm? até atingirem
cerca de 70% de confluéncia, quando foram removidas com solugdo de tripsina

0,125% EDTA 0,78mM e expandidas até a terceira passagem.

3.8 Imunofenotipagem por citometria de fluxo

Um total de 1,0x10° células foram incubadas por 30 minutos, & TA, com o0s
anticorpos anti-CD105 conjugado a FITC, anti-CD90 conjugado a Percp-Cy5.5, anti-
CD73 conjugado a APC (todos da BD Biosciences, New Jersey, USA) e anti-CD146
conjugado a PE (Biolegend, San Diego, CA, USA). A imunoreatividade para cada
marcador CD (cluster of differentiation) foi avaliada usando o citdmetro de fluxo BD

Accuri equipado com o software de analise BD CSampler™ (BD Biosciences).

3.9 Analise de duplicagao populacional

Durante a fase de expansao in vitro, ao fim de cada passagem, calculou-se, o

numero de duplicagdes populacionais (PD, population doubling) efetuadas naquele
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periodo, através da seguinte formula: PD = (Log1o Nt - Log1o Ni) / Log10 2, onde Nt é o
numero final de células obtidas e N;é o numero inicial de células cultivadas (Iwakura
et al, 2009). Ao fim da terceira passagem (término da expansao), o numero total de
duplicagbes populacionais (cPD, cumulative population doubling) foi calculado
através do somatério da quantidade de PD realizadas a cada passagem (cPD = PD;
+ PD, + PDs3). O calculo do tempo necessario para a realizagdo de um ciclo
duplicacéo (Tpp) foi feito através da formula: Tpp = Ate / cPD), onde Ate € o intervalo

de tempo, em dias, do inicio ao fim do periodo de expansao celular.

3.10 Analise de senescéncia

O percentual de células senescentes ao fim da expansao foi avaliado através
do ensaio de atividade de B-galactosidase detectavel em pH 6.0. As células foram
fixadas com solugédo de paraformaldeido 4% em PBS por 10 min a TA, seguido por
duas lavagens em PBS. Imediatamente, as células foram incubadas com solugao
contendo 1 mg/mL de X-Gal (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-beta-D-galacto-pyranoside,
Sigma), 5 mM de ferrocianeto de potassio, 2 mM de cloreto de magnésio e 150 mM
de cloreto de sédio em tampao de acido citrico 0,2 M /fosfato de sddio 0,06 M por 24
horas a 37°C. As quantificacbes foram realizadas em fotografias de 15 campos
aleatdrios obtidas com microscoépio invertido (Nikon Eclipse TS100, Nikon, Téquio,
Japao) equipado com camera digital Nikon Digital Sight DS-U3 (Nikon). As células
apresentando pigmentagcdo azulada foram consideradas senescentes. O numero
(em percentual) de células senescentes foi expresso em fungdo do numero total de

duplicagbes populacionais (cPD) de cada linhagem celular.
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3.11 Diferenciagao osteogénica e adipogénica in vitro

As células (BMSC, NUSC e HOB) foram distribuidas na densidade de 2,5 x
10* células/cm? e incubadas em meio de expansdo (DMEM contendo 10% SFB e
antibidticos) até atingirem 100% de confluéncia. A diferenciacédo osteogénica foi
induzida com DMEM suplementado com 10% de SFB e antibiéticos, contendo 10mM
de B-glicerofosfato, 5ug/mL de acido ascorbico 2-fosfato e 10°M de dexametasona
(todos da Sigma) por 21 dias, com troca de meio a cada dois a trés dias. Os
controles foram mantidos em meio de expansao. Para diferenciagdo adipogénica, as
células foram incubadas em DMEM suplementado com 10% de SFB e antibidticos,
contendo 0,5mM de isobutilmetilxantina (IBMX), 10°M de dexametasona, 200mM de
indometacina (todos da Sigma) e 10mM de insulina (Humulin®, Lilly, Sdo Paulo, SP,
Brasil) por 21 dias.

A diferenciacdo osteogénica foi avaliada pela quantificagcdo de focos de
mineralizag¢ao, evidenciados pela coloracdo de Von Kossa. As monocamadas foram
lavadas com PBS, fixadas com paraformaldeido a 4% em PBS por 1h a TA e
incubadas com solugao de nitrato de prata a 2% em agua destilada por 1h, protegido
da luz. Em seguida, foram lavadas cinco vezes com agua destilada, para retirar o
excesso de corante e expostas a luz ultravioleta por 10 minutos. Quinze campos
aleatdrios foram fotografados usando microscopio invertido (Nikon Eclipse TS100,
Nikon, Toquio, Japdo) equipado com camera digital Nikon Digital Sight DS-U3
(Nikon). As areas de impregnacéao pela prata foram quantificadas com o programa
NIH Image J e representadas como percentual da area total.

A diferenciagcdo adipogénica foi avaliada pela coloragdo de Oil Red O. As
monocamadas foram incubadas em propilenoglicol P.A. por 2 minutos e, em
seguida, com o corante Oil Red O a 0,5% em propilenoglicol, por 20 minutos a TA.
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As monocamadas foram lavadas com solugdo de propilenoglicol 85% em agua

destilada por um minuto e duas vezes com agua destilada.

3.12 Avaliagao in vivo do potencial osteogénico das NUSC

Para avaliar o potencial de formagao dssea in vivo, 1,0x10° NUSC isoladas de
trés diferentes doadores foram incubadas overnight a 37°C, em duplicatas, com
30mg de pd6 de hidroxiapatita/tricalciofosfato (HA/TCP, Osteoset® T, Wright Medical,
Arlington, TN) em 1mL de DMEM contendo 10% de SFB e antibidticos.
Posteriormente, o sobrenadante foi descartado e foram adicionados 15uL de
fibrinogénio humano a 3,2 mg/mL em PBS e 15uL de trombina humana a 100 U/mL
em solucdo 0,1% w/v de albumina bovina (BSA), ambos adquiridos junto a Sigma.
Apds 30 min, os implantes foram coletados com auxilio de uma cureta e introduzidos
no subcutdneo do dorso de dois camundongos distintos (replicatas) da linhagem
BALB/c nu/nu beige, com idade entre 6-8 semanas. As cirurgias foram realizadas
sob anestesia geral obtida através de injecdo intraperitoneal de 80-100mg/kg de
hidrocloreto de quetamina e 10mg/kg de xilazina. Apés 12 semanas, 0s animais
foram eutanasiados por anestesia profunda e os implantes foram coletados para
analise histolégica. Apés fixagado por 24 horas em solugdo de formol tamponado a
10%, os implantes foram descalcificados por 2 horas em solugédo de acido nitrico, e
incluidos em parafina. Foram realizados cortes com 6um de espessura, corados
posteriormente pela técnica de Hematoxilina e Eosina (H&E). Todos os
procedimentos experimentais foram realizados de acordo com as normas do Comité

de Etica para o Uso de Animais (CEUA) do INTO.
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3.13 Analise Estatistica

A analise estatistica dos dados foi realizada utilizando-se o programa
Graphpad Prism versao cinco. Os resultados de pelo menos trés experimentos
independentes foram comparados pelo teste t de Student ou por ANOVA One Way.
As diferengas entre os grupos foram avaliadas pelo pos-teste de Tukey. Os dados
foram representados como média + desvio padrdo (DP). Dada a variabilidade
intrinseca de amostras humanas, as analises foram realizadas dentro de um
intervalo de confianga de 90%. Dessa forma, valores de p<0,1 foram considerados

estatisticamente significativos.
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4. RESULTADOS

4.1 Caracteristicas dos doadores

As caracteristicas clinicas e demograficas dos doadores das amostras
teciduais estao relacionadas na tabela 1.

Foram obtidas amostras de 19 pacientes, sendo 13 (68%) do género
masculino e seis (32%) do género feminino. Destes, quatro (21%) apresentavam
pseudoartrose hipertréfica, e 15 (79%) pseudoartrose atrofica. A média de idade dos
pacientes foi de 45,94 anos (variacéo de 22 a 65 anos), e o tempo médio decorrido
desde a fratura até o procedimento para tratamento da pseudoartrose foi de 53,57
meses (variagdo de 9 a 360 meses).

Trés pacientes tinham histérico de tabagismo (16%), e quatro apresentavam
comorbidades, sendo dois portadores de hipertensédo arterial sistémica (HAS), um
paciente com combinagdo de HAS com Diabetes Mellitus (DM), um paciente
portador de hipotireoidismo e um paciente apresentava drogadigcdo para cocaina.
Em sete dos pacientes selecionados, as amostras teciduais nao tinham quantidade
suficiente de células para as analises experimentais.

Os segmentos acometidos foram, por ordem de frequéncia, o umero (n=7), o
fémur (n=6), a tibia (n=5) e ulna (n=1). O escore de Calori variou entre 4 e 23

pontos, e o escore RUST variou entre 4 a 6 pontos.

48



Tempo de

Escore

Escore

Paciente Idade Genéro Local fratura Tipo de Calori  de RUST Comorbidades

1 31 M tibia mgzes Atrofica 9 4 Nao
2 57 F umero 22 Atrofica 8 4 Néao
3 42 M umero 20 Atrofica 12 5 Néao

4 58 F umero 9 Atrofica 10 4 Hipotire-

oidismo

5 65 F fémur 36 Atrofica 20 4 Nao
6 52 M tibia 24 Atrofica 12 5 HAS
7 25 M fémur 24 Atrofica 23 5 Nao

8 34 F umero 32 Atrofica 12 4 HAS, DM
9* 49 F ulna 18 Atrofica 16 6 Nao
10* 31 M umero 120 Atrofica 13 4 Néao
11* 64 F fémur 48 Atrofica 10 6 Nao
12* 49 M tibia 24 Atrofica 12 4 Nao
13* 54 M fémur 13 Atrofica 18 6 Nao
14* 37 M umero 32 Atrofica 11 4 Néao
15* 48 M umero 63 Atrofica 15 7 Nao
16 22 M tibia 11 Hipertréfica 11 7 Nao

17 35 M fémur 48 Hipertrofica 15 7 Drogadi-
cao
18 65 M fémur 84 Hipertréfica 17 7 HAS
19 55 M tibia 360 Hipertrofica 4 6 Nao

Tabela 1. Caracteristicas dos doadores das amostras teciduais. (HAS — Hipertensao arterial

sistémica, DM — Diabetes Mellitus) * Amostras com numero insuficiente de células.

4.2 Frequéncia e potencial clonogénico de progenitores mesenquimais na

medula 6ssea

mesenquimais na medula 6ssea de pacientes com pseudoartrose, realizou-se 0
ensaio de eficiéncia de formagao de coldnias (CFE) nas amostras teciduais obtidas
da crista iliaca. A morfologia das células com caracteristica fibroblastéide, assim

como o diametro das colbnias (atréficas, 0,36 + 0,05 cm; hipertréficas, 0,34 £ 0,05

Com o
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cm) foram similares nos dois tipos de pseudoartrose (Fig. 4, A-E), indicando néao
haver diferencas em relagdo ao potencial clonogénico dos progenitores
mesenquimais isolados de cada grupo. Em relagdo ao numero de colénias obtidas,
pacientes com pseudoartrose hipertréfica apresentaram média de 13,27 + 2,1 CFU-F
(variagdo de 9,62 a 16,33; n=4; Tabela 2a). No grupo de pseudoartrose atrofica
observou-se uma maior variabilidade na frequéncia de CFU-F (variagdo de 3,9 a
35,3; n=8; Tabela 2b). Dois pacientes apresentaram um numero significativamente
mais alto de CFU-F (35,3 e 22,2) que a média dos demais pacientes (8,13 + 3,36;
n=6). Com excec¢ao destes dois casos, 0 numero médio de colbnias obtidas a partir
da medula 6ssea de pacientes com pseudoartrose atrofica mostrou-se
significativamente menor do que em pacientes com pseudoartrose hipertréfica (Fig.

4F e Tabela 2a).
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Figura 4. Ensaio de Unidades formadoras de colbnias fibroblastéides. (A-D) Imagens
representativas de CFU-F de pacientes com pseudoartrose atrofica (A,visdo macroscopica;
B, 4x) e hipertrofica (C, visdo macroscoépica; D, 4x) coradas com cristal violeta. Barra de
escala = 200um. (E) Medicao do didmetro das colénias. Pontos representam os valores de
distintos pacientes. Barras representam a média. p=0,849. (F) Numero de CFU-Fs de cada
paciente. Dados representam a média + DP de quadruplicatas.
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Tabela 2a. CFE de pacientes com pseudoartrose hipertrofica.

Doador CFE Idade
16 9,62 22
17 15,7 35
18 11,37 65
19 16,33 55
Media * DP 13,27 21 44,25 + 16,7

Tabela 2b. CFE de pacientes com pseudoartrose atroéfica.

Doador CFE Idade

1 5,9 31

2 3,9 57

3 10,12 42

4 9,12 58

5 13,2 65

6 6,5 52

7 22,2 25

8 35,3 34
Media doadores 1-8 13,2+ 10,5 455+ 12,8
*8,13 50,8 + 11,2

Media doadores 1-6
3,36

*p<0.05, em relacao ao grupo de pseudoatrose hipertréfica (Tab.2)

4.3 Caracterizagdo morfolégica e imunofenotipica das células do foco de

pseudoartrose

Com o intuito de determinar a identidade e as propriedades das células

presentes no foco de pseudoartrose, primeiramente avaliamos suas caracteristicas
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apos isolamento in vitro. BMSC e osteoblastos (HOB, human osteoblasts) foram
utilizados como parametro, uma vez que pertencem ao sistema estromal da medula
Ossea, suas caracteristicas in vitro sdo conhecidas e representam extremos opostos
na progressdao de diferenciagcdo. A partir da digestdo dos tecidos do foco de
pseudoartrose, células, com morfologia fibroblastéide, similar as BMSC e HOB,
foram isoladas (Fig. 5). Como forma de identificagcdo, a nomenclatura Nonunion

stromal cell (NUSC) foi adotada e utlizada subsequentemente neste estudo.

Atréfica Hipertréfica

BMSC

Figura 5. Aspecto morfolégico das células apds expansado in vitro. Fotomicrografia de
contraste de fase da expanséo in vitro das BMSC, HOB e NUSC isoladas da crista iliaca, de
osso cortical e do tecido fibroso do foco fraturario, respectivamente, de individuos com
pseudoartrose atréfica e hipertrofica. Barra de escala = 100um.
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Através de imunofenotipagem por citometria de fluxo verificou-se que todas
as populacdées de NUSC, tanto atroficas como hipertroficas, expressavam as
proteinas de superficie CD90, CD73, CD105 e CD146, porém em proporcdes
distintas em relagdo a BMSC e HOB (Fig. 6 e 7).

Nas NUSC atrdficas, CD90 e CD73 foram observados em aproximadamente
100% das células. No entanto, o percentual de células CD105" foi significativamente
menor (média = DP; 13,56 + 8,8) que o observado em BMSC (média + DP; 50,26 +
21,64) (Fig. 6). De forma similar, CD146 foi observado em apenas 2,12% + 2,9 das
células, enquanto nas BMSC esta proporcao foi de 55,59% + 39,81 (Fig. 6). Em
comparagao aos HOB, a proporcdo de CD105 e CD146 nas NUSC atroficas foi
menor, porém sem significancia estatistica (Fig.7).

Nas NUSC hipertroficas, foram observadas diferengas somente em relagao a
expressao de CD146, que foi detectado em 4,54% + 4,44 das células, enquanto nas
BMSC esta proporgao foi de 32,58% * 23,21. A proporcao de células expressando
CD105, CD90 e CD73 foi similar nos trés tipos celulares (Fig.6 e 7).

Dessa forma, concluimos que as NUSC possuem perfil imunofenotipico
caracteristico de células do compartimento estromal da medula dssea. No entanto, a

composicao da populagao foi mais similar as HOB do que as BMSC.
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Figura 6. Caracterizagdao do perfil imunofenotipico das células isoladas de focos de
pseudoartrose atréfica. Histogramas mostram a expressdo (curvas em vermelho) das
proteinas de superficie CD90, CD73, CD105 e CD146 nos trés tipos celulares em
comparagao aos controles (curvas em preto). Barras representam média = DP do percentual
de células positivas para cada marcador CD. BMSC, n = 3; HOB, n

*p=0,03.

55

3; NUSC, n



HIPERTROFICAS

CD90 CD73 CD105 CD146
A g g g g
8 _ g g
'CD90 PERCP CY5.5-A CD73 APC-A CD105 FITC-A CD146 PE-A
»n HOB
) s . . .
= = = Lo a
‘@ R 8
1% g
() £ £ & £ < & 5
o & &
[} o for e - -
E 0! 6 1072 3 " 05 ""V'L'ﬁ K "”":072 m27m T “,:4 T ‘,;5 T I",:s T “q &
\5 CD105 FITC-A CD146 PE-A
=
g g g
_8 ER g g
] g g g
- 103 i ”I".I:A 105 o 10! 7-2 ° 7.2 - 3 04 105 o 06 2 ° 3 04 05 106 7.2
CD90 Percp Cy5.5-A CD105 FITC-A CD146 PE-A

Intensidade de Fluorescéncia

CD90 CD73

100+ 100+

8 T g

s s

S 75 S 75

Qo Q.

o o

o [=%

8 504 S 504

s s

2 2

§25— 525—

& &

0 T T T o T T T
O Q O O Q <
& o 2 & o <)
Y ] N N 3 S

CD105 CD146

o 1004 o 1007

uT Y

[+ [+

s s

g_ 754 g_ 754

2 2

S 504 | I S 504

2 | 2 [

S 254 S 254

e e

(<1 [} am—— Pr—

) . : : & o , 1 —
< Q < O R <
& © <) & O <)
¥ ] N N 3 S

Figura 7. Perfil imunofenotipico de BMSC, HOB e NUSC isoladas de pacientes com
pseudoartrose hipertréfica. Histogramas mostram a expressao (curvas em vermelho) das
proteinas de superficie CD90, CD73, CD105 e CD146 nos trés tipos celulares em
comparacdo aos controles (curvas em preto). Quantificacdo do percentual celular
expressando CD90, CD73, CD105 e CD146 em culturas de BMSC, HOB e NUSC de
pseudoartrose hipertréfica. Barras representam a média £+ DP do percentual de células
positivas para cada marcador CD. BMSC, n =4; HOB, n =4; NUSC, n = 2.
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4.4 Analise da atividade proliferativa e do grau de senescéncia in vitro de

BMSC, HOB e NUSC

A fim de avaliar o comportamento in vitro das NUSC, avaliamos o numero
total de duplicag¢des populacionais (cPD, cumulative population doubling) realizadas
ao termino do processo de expansao . As culturas de NUSC, de ambos tipos de
pseudoartrose apresentaram um numero tendencialmente menor de duplicagcdes em
relacdo as de BMSC e HOB (Fig. 8 A-B; Tab. 3), diretamente relacionado a um

tempo aumentado do ciclo de duplicacdo (T,q, time for population doubling) (Fig. 8

C-D; Tab. 3).
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Figura 8. Ensaio para avaliagdao do tempo de duplicagdo celular. Quantificagdo do total de
duplicagdes populacionais (cPD) (A-B) e do tempo de duplicagéo (T,q) (C-D) in vitro de
BMSC, HOB e NUSC. Pontos representam os valores individuais das diferentes populagbes
celulares testadas. Barras representam a média. Grupo atréfica: BMSC, n = 5; HOB, n = 4;
NUSC, n = 7. Grupo hipertréfica: BMSC, n = 3; HOB, n = 3; NUSC, n = 3.
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Tabela 3. Tempo e total de duplicagcbes populacionais.
cPD Tpd

Atrdficas Hipertréficas Atrdficas Hipertréficas
(Média £ DP) (Média+DP) (Média + DP) (Média + DP)
BMSC 3,27+0,76  3,55+0,98 563+1,75 8,66 +2,83
HOB 3,88 £ 1,51 2,85+ 0,57 9,03+519 10,27 + 1,86
NUSC 2,34 +1,09 1,86 + 1,09 11,54 +6,25 12,53 £4,55
Valor de p *0,116 *0,15 *0,127 0,40

cPD, total de duplicacdes celulares; Tyq, tempo de duplica¢éo populacional; #, p valor limitrofe

No entanto, ndo observamos diferenca no percentual de células senescentes,
em comparacgao as culturas de BMSC e HOB (Fig. 9).

Estes resultados sugerem que, embora as NUSC possuam uma propensao a
apresentarem ciclos de proliferacdo mais lentos, esta caracteristica ndo esta

relacionada a entrada em estado de senescéncia.
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Figura 9. Ensaio in vitro de senescéncia celular (A) Micrografia de contrate de fase
representativa de células X-Gal positivas (coloragdo azul). Barra de escala = 100um. (B-C)
Quantificagao do percentual de células X-Gal positivas por ciclo de duplicagéo populacional
(PD). Pontos representam os valores individuais das diferentes populagbes celulares
testadas. Barras representam a média. Grupo atréfica: BMSC, n = 4; HOB, n = 4; NUSC, n =
6; p=0,64. Grupo hipertrofica: BMSC, n = 2; HOB, n = 2; NUSC, n = 2; p=0,58.
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4.5 Avaliacao do potencial de diferenciagao in vitro de BMSC, HOB e NUSC

Para confirmar a associagao das NUSC ao sistema estromal da medula 6ssea,
avaliamos seu potencial de diferenciagdo in vitro para as vias adipogénica e
osteogénica. Verificou-se que tanto as NUSC atréficas como hipertroficas
diferenciaram para a via adipogénica, conforme observado pelo acumulo lipidico
intracitoplasmatico evidenciado pela coloragao de Oil Red O. (Fig. 10).

Atrofica

>

Hipertréfica

Figura 10. Avaliacdo do potencial in vitro de diferenciacdo adipogénica das células isoladas
do foco de pseudoartrose. Diferenciagéo adipogénica in vitro. BMSC, HOB e NUSC isoladas
de pseudoartrose atrofica e hipertréfica foram tratadas com coquetel adipogénico por 21
dias e coradas com Oil Red O. Vaculos lipidicos apresentam coloragédo vermelho-alaranjada.
Barra de escala = 100um.
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Apoés tratamento com coquetel osteoindutor, todas as NUSC isoladas foram
capazes de depositar matriz mineralizada rica em calcio, de forma comparavel a
BMSC e HOB (Fig. 11). Em conjunto, estes resultados indicam que as NUSC
pertencem a classe de progenitores mesenquimais do sistema estromal da medula
O0ssea, com potencial de diferenciagcdo semelhante a células isoladas de sitios nédo

comprometidos por processos patologicos.
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Figura 11. Avaliagado do potencial in vitro de diferenciagdo osteogénica das células isoladas
do foco de pseudoartrose. Diferenciagao osteogénica in vitro. BMSC, HOB e NUSC isoladas
de pseudoartrose atrofica e hipertrofica foram tratadas com coquetel osteogénico por 21
dias e coradas pelo método de Von Kossa. Depédsitos de matriz mineralizada séao
evidenciados em preto. Barra de escala = 100pm. Quantificacdo de area mineralizada
revelada pela coloragdo de Von Kossa. Dados representam média + DP de experimentos
independentes com triplicatas. (A) Grupo Atrofica: BMSC, n = 4; HOB, n = 4; NUSC, n = 4.
(B) Grupo Hipertréfica: BMSC, n = 4; HOB, n =4; NUSC, n = 2.
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4.6 Avaliagcao do potencial osteogénico in vivo de NUSC atréfica

Para confirmar a capacidade das NUSC atroficas de formar osso in vivo, as células
foram transplantadas em associagdo com hidroxiapatita/tricalcio fosfato (HA/TCP)
no subcutdneo de camundongos imunodeficientes. Doze semanas apds o implante
de HA/TCP celularizado com células NUSC no dorso dos camundongos
imunodeficientes, verificou-se formagao heterotépica de osso em relagdo com os
cristais de HA/TCP (Fig. 12). A presenca de células hematopoiéticas no interior da
neoformacdo tecidual € uma confirmagao indireta da reconstrugdo do estroma
medular. Esses achados demonstram que as células NUSC, além do potencial mais
restrito de formar osso foram capazes de reconstituir o microambiente medular,
confirmando a presenca na populacdo de NUSC de células multipotentes com

potencial menos restrito.

Figura 12. Potencial de formagdo o6ssea in vivo das células isoladas do foco de
pseudoartrose. (A) Implante de HA/TCP celularizado com células NUSC exibindo
neoformacao Ossea heterotopica (delimitada externamente pelas setas), constituida pela
deposicao de osso sobre a superficie de residuos de HA/TCP (*). (B) No centro da
neoformacao Ossea observa-se esboco de cavitagcdo contendo células hematopoiéticas
relacionadas espacialmente com vasos sanguineos neoformados (seta). No detalhe (*) a
presenca das células hematopoiéticas confirma que houve formagéo de estroma medular e,
consequentemente, recomposi¢cédo do microambiente da medula dssea. Cortes histolégicos
com quatro micra de espessura corados pela técnica da Hematoxilina & Eosina. (A) 10X; (B)
20X e Detalhe 40X.
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5. DISCUSSAO

A pseudoartrose de o0ssos longos € cada vez mais prevalente nos grandes
centros urbanos. Esse fato decorre, dentre outros fatores, do aumento da energia
cinética nos traumas sofridos em acidentes de transito (BROWNER et al., 2008). E
uma condi¢do de saude com consequéncias graves tanto sobre os pacientes como
para a sociedade. Os pacientes com pseudoartrose frequentemente sao submetidos
a diversos procedimentos cirurgicos, com aumento progressivo da morbidade
potencial, e as sequelas, tanto do ponto de vista fisico quanto psiquico ndo sao
raras, e muitos apresentam incapacidade funcional residual (BROWNER et al.,
2008). Por conseguinte, sendo uma doencga prevalente na populagdo em idade
economicamente ativa, causa um impacto social importante ao diminuir a
capacidade da forga de trabalho e, assim, influenciar negativa e diretamente na
economia. O custo do tratamento destes pacientes e de sua reabilitagao, associados
ao fato de muitos nao retornarem as suas fungdes laborativas de forma completa e
ao estado funcional pré lesdo, aumentam a importancia do estudo desta afeccao
particularmente para a definicdo de melhores estratégias terapéuticas.

Os resultados do presente estudo demostram que as células isoladas do tecido
do foco de pseudoartrose diafisaria de ossos longos (NUSC) apresentam
caracteristicas imunofenotipicas de células da linhagem osteogénica, com padrao de
diferenciacao in vitro semelhante ao das células do estroma da medula éssea
(BMSCs). Além disso, verificou-se que as NUSC sao capazes de formar o0sso
quando transplantadas in vivo, recriando um microambiente hematopoiético

heterotdpico.
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Desde a descoberta de que os tecidos do foco de pseudoartrose atrofica nao
sdo avasculares (REED et al., 2002), foi fortalecida a hipétese da pseudoartrose ser
decorrente da redugcédo do numero de osteoprogenitores na medula d&ssea
(SEEBACH et al., 2007; MATHIEU et al., 2013). Através da analise de CFE, que
reflete uma estimativa aproximada da frequéncia de células osteoprogenitoras a
cada 100.000 células nucleadas da medula (KUSNETZOV et al., 2009), verificamos
que a maioria dos pacientes com pseudoartrose atrofica apresentaram uma menor
frequéncia de osteoprogenitores, em comparagcdo com os portadores de
pseudoartrose hipertréfica. Apenas dois pacientes do grupo com a forma atrofica
contrariaram esta tendéncia, apresentando frequéncias maiores que a média dos
demais pacientes do grupo (doadores 1-6) e do grupo com a forma hipertréfica.

Uma possivel explicacdo para estes achados poderia estar relacionada com a
idade desses pacientes. Em estudo realizado por Kusnetzov e colaboradores (2009)
verificou-se que a frequéncia de osteoprogenitores na medula &ssea esta
inversamente relacionada com a idade. Dois doadores da forma atréfica tinham 25 e
34 anos, respectivamente, enquanto a média de idade dos demais pacientes do
grupo foi de 50,8 £ 11,2 anos e do grupo da forma hipertrofica, 44,25 + 16,7 anos.
No entanto, ndo podemos descartar a provavel influéncia de fatores intrinsecos
desconhecidos relacionados com a variabilidade interpessoal.

Devemos ressaltar, porém, que com excecdo do doador 8, todos os demais
pacientes avaliados, de ambos os grupos, apresentaram frequéncias inferiores aos
valores médios descritos para individuos higidos, que € de 32,3 + 3,0 células a cada
dez mil células nucleadas (Kuznetsov et al. ,2009). Apesar do numero de pacientes
avaliados ter sido pequeno, nossos resultados, associados aos trabalhos de
Seebach et al. (2007) e Mathieu et al. (2013), sdo um importante indicativo de uma

possivel deficiéncia intrinseca na capacidade de formagao 6ssea nos pacientes que
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evoluem para pseudoartrose. Além disso, se considerarmos o conceito classico de
que a pseudoartrose atréfica tem o componente biolégico como fator mais influente
para sua ocorréncia (WEBER e CECH, 1976), a menor frequéncia de
osteoprogenitores nestes pacientes, em relagcdo aos da forma hipertréfica, pode
sugerir que essa deficiéncia seja ainda mais significativa nesses individuos. Analises
adicionais, com um maior numero de pacientes devem ser realizadas afim de
confirmar estas hipoteses.

Por outro lado, observamos que o potencial clonogénico das BMSCs de
ambos os grupos foi equivalente, o que denota uma capacidade proliferativa
comparavel, independente do tipo de pseudoartrose. Assim, pode-se supor que
mesmo em menor frequéncia, as células osteoprogenitoras possam ser estimuladas
a proliferar por sinalizacbes mediadas no local da fratura, uma vez que estas
estejam ocorrendo em condi¢gdes 6timas, compensando o prejuizo numeérico. No
entanto, ndo ha evidéncias concretas na literatura vigente sobre como as
sinalizagdes celulares responsaveis pela inducdo de migracéo e proliferacdo de
osteoprogenitores ocorrem apos uma fratura, dentro de um contexto dose-temporal,
assim como se estas ocorrem de forma eficiente nos casos que resultam em
pseudoartrose.

Os trabalhos de Bajada e colaboradores (2009) e Iwakura e colaboradores
(2009) foram significativos ao demonstrarem que o tecido do foco de pseudoartrose,
anteriormente considerado apenas um tecido fibroso, continha células com
caracteristicas imunofenotipicas semelhantes as BMSC. No presente estudo
verificamos que, além dos marcadores classicos requeridos para inclusdao de
determinada populagdo como pertencente ao sistema estromal da medula dssea,
isto ¢, CD90, CD73 e CD105 (DOMINICI, 2006), uma fragdo das NUSC, de ambos

tipos de pseudoartrose, também expressa o antigeno CD146. Conforme
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demonstrado por estudos da area, uma em cada cinco células CD146" s&o
multipotentes e €, nesta fragcdo, que residem as células com capacidade
comprovada de autorrenovagao (SACCHETTI et al., 2007), caracteristica especifica
das células-tronco (neste caso, as SSCs). Assim, concluimos que as NUSC séao de
fato originarias do sistema estromal da medula 6ssea e que estas populagdes ainda
contém uma fracdo com significativo potencial osteogénico e capacidade de
manutencao do ‘turnover ésseo.

No entanto, em termos proporcionais, a composicao das populagdes de
NUSC se assemelhou mais a das células isoladas a partir de osso cortical (HOB),
ambas com um percentual de células CD146" significativamente menor que o
observado nas culturas de BMSCs. Como osteoblastos maduros nao expressam
CD146 (SACCHETTI et al., 2007), uma maior proporcéo de células com expressao
negativa deste antigeno pode indicar um enriquecimento em células em estagio
mais tardio de comprometimento na progressao da diferenciagdo. Dessa forma, é
possivel supor que as NUSC sejam originarias de BMSCs que migraram para o foco
fraturario e iniciaram a diferenciagdo, mas que por algum motivo interromperam esse
processo, culminando na falha da consolidagdao. A permanéncia de um pequeno
conjunto de células CD146" neste tecido ndo contraria essa hipétese, uma vez que
estas células, além de gerarem progénie mais diferenciadas, também se
autorrenovam, perpetuando seu conjunto no tecido neoformado (SACCHETTI et al.,
2007).

Considerando que as NUSC séao originarias de um tecido resultante de um
processo regenerativo mal sucedido, investigamos se sua capacidade proliferativa
teria sido comprometida, levando-as a um estado de senescéncia. Verificamos que
as NUSC apresentaram um tempo de duplicagdo populacional tendencialmente

superior ao observado nas culturas de BMSCs, mas nao estatisticamente
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significativo. No entanto, o percentual de células em estado de senescéncia ao fim
do periodo de expansao, no qual todas as culturas haviam realizado um nuamero
similar de duplicagdes populacionais, foi equiparavel entre ambas, sugerindo que a
capacidade proliferativa das NUSC n&o foi significativamente prejudicada pelos
eventos experimentados in vivo. Estas observacées vao de encontro aos resultados
de Bajada e colaboradores (2009), que reportaram um aumento no numero de
células senescentes nas culturas de NUSC isoladas de pseudoatrose atréfica de
forma diretamente proporcional a quantidade de duplicagdes populacionais in vitro,
em comparagao com culturas de BMSCs isoladas de pacientes higidos. Contudo,
deve-se salientar que a avaliacdo de senescéncia sob cultivo in vitro é altamente
influenciada pelas condicbes de cultivo. Além disso, nossas analises foram
realizadas com todos os tipos celulares isolados de pacientes com pseudoartrose,
enquanto Bajada e colaboradores (2009) usaram BMSCs de pacientes higidos como
parametro. Considerando dados que associam alteragdes genéticas, como
polimorfismos, a propensdo a pseudoartrose, sendo alguns deles em genes
relacionados a controle de proliferagdo, como FGFR1, ndo é possivel descartar a
hipétese de as células de pacientes com pseudoartrose apresentarem padrdes de
proliferagdo/senescéncia distintos das células isoladas de pacientes higidos.
Portanto, uma vez que nossas analises foram realizadas somente com células de
pacientes com pseudoartrose, concluimos que nossas analises sao validas e que
comparativamente as BMSCs desses pacientes, as NUSC nao constituem uma
populacao enriquecida em células senescentes.

Seguindo o objetivo principal deste estudo, avaliamos inicialmente a
capacidade de diferenciacdo das NUSC em sistema in vitro, uma vez que sao
analises requeridas para classificagdo de um tipo celular como pertencente ao

sistema estromal da medula éssea (DOMINICI et al., 2006). Verificamos que assim
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como as BMSCs e HOB, as NUSC de ambos tipos de pseudoartrose foram capazes
de gerar adipécitos e depositar matriz mineralizada, reforgando a hip6tese de sua
origem estromal.

No entanto, como descrito por Bonewald e colaboradores (2003) e Diascro e
colaboradores (1998), o sistema in vitro de indugdo osteogénica e adipogénica
apresenta alta taxa de resultados falso-positivos. O primeiro autor mostrou que
calcificacbes distroficas ndo podem ser diferenciadas da mineralizacdo da matriz
extracelular por meio de coloracdes histoquimicas. Ja Diascro e colaboradores
demonstraram que o acumulo citoplasmatico de gordura pode ser originado a partir
de absorgao lipidica do soro e nao de sintese celular propria. Por conseguinte,
optamos por avaliar a diferenciacao celular in vivo, visto ser o método de analise que
permite que as células expressem sua real capacidade de diferenciacdo, sem as
sinalizagdes artificiais do sistema de cultura in vitro (ROBEY et al., 2014).

A analise histologica dos implantes de NUSC atroficas demonstrou que estas
células foram capazes de formar tecido 6sseo in vivo, além de gerar areas de
estroma mielosuportivo, o que somente é observado em culturas que contém uma
subpopulacao de células verdadeiramente multipotentes (SACHETTI et al., 2007;
SWORDER et al., 2015). A traducéo destes resultados no ambiente clinico leva ao
entendimento de que as NUSC de pseudoartroses atréficas sao capazes de gerar
0sso in vivo, uma vez que as condicbes do microambiente sejam propicias, o que
contraria em parte a teoria de Weber e Cech (1976).

Amplamente definida no meio ortopédico como resultante de uma falha
bioldgica, a pseudoartrose atrofica tem seu tratamento condicionado, entre outros, a
enxertia 6ssea autbloga, para realizar aporte de células com maior potencial de
diferenciacao ao foco. Embora ndo possamos excluir totalmente que esta afeccao

nao resulta realmente de um problema biolégico intrinseco, nossos resultados
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indicam que os osteoprogenitores ndo sdo a causa principal da falha na
consolidacao, mas que talvez o ambiente, ndo apresente as sinalizacbes adequadas
para induzir e possibilitar sua diferenciacao.

Embora nosso estudo tenha tido algumas limitagées, como o baixo numero de
amostras e a nao avaliacdo do potencial de diferenciacdo in vivo das NUSC
hipertréficas, confirmamos que as células presentes no tecido do foco fraturario séo
de fato originarias do sistema estromal e que, portanto, sdo osteprogenitores. Além
disso, demonstramos que as NUSC atroficas detém potencial para formar osso in
vivo, ndo sendo a principal causa da falha na consolidacao.

Em suma, estas analises permitiram acrescentar ao estudo da etiopatogenia
da pseudoartrose um dado de importancia impar, ao evidenciar a presenca de
células eficientes no foco de pseudoartrose atréfica, anteriormente tido como
ambiente biologicamente inerte. Isto refor¢a a idéia de que o tratamento cirurgico de
pseudoatrose realizado atualmente, possa ser conduzido de forma mais abrangente,
conforme sugerido por Calori e Giannoudis (2011) ao descreverem o conceito
diamante no entendimento da consolidagao dssea.

Estes autores definiram o foco fraturario como uma camara biolégica, onde
quatro fatores seriam primordiais para a consolidagdo: a estabilidade mecéanica, o
suporte osteocondutor, os fatores de crescimento osteoindutores e as BMSCs
(GIANNOUDIS, 2011b; GIANNOUDIS et al., 2013). Portanto, o tratamento da
pseudoartrose deveria ser uma combinagao destes fatores, ou seja, uma politerapia,
provendo ao foco fraturario todos os elementos tidos como essenciais a
consolidagdo (CALORI e GIANNOUDIS, 2011). Por conseguinte, a proposta
terapéutica evoluiu em relacdo ao considerado padrao ouro anteriormente, que seria
somente a enxertia autdloga, associada a revisdo da osteossintese quando julgado

necessario. Assim, diante dos resultados deste estudo, entendemos que a
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politerapia no ambito do conceito diamante poderia ter o fator celular minimizado,
ressaltando o papel dos fatores osteoindutores, ja que uma vez que recebam as
sinalizagdes apropriadas, as células residentes no foco fraturario seriam capazes de
diferenciar e formar osso.

Alguns autores avaliaram tratamentos de pseudoartroses com esta mesma
diretriz, como Kanakaris e colaboradores (2009), em estudo multicéntrico que
evidenciou consolidagao de 26 em 30 pseudoartroses femorais com o uso de BMP?7,
sem efeitos adversos. De forma andéloga, este mesmo autor mostrou em
pseudoartroses de tibia tratadas com BMP7, ao longo de trés anos, 89,7% de
consolidagdo, sem efeitos adversos importantes (KANAKARIS et al., 2008). No
entanto, o aporte biolégico esperado das BMPs foi mais recentemente comparado
ao uso de enxerto 6sseo autélogo, por Blokhuis e colaboradores (2013), em reviséo
sistematica, mostrando que as taxas de consolidacdo dos dois métodos sao
comparaveis, € que o uso indiscriminado das BMPs apresenta efeitos adversos
importantes. Assim, apesar da alta expectativa criada em torno desta solugao
biolégica, que diminuiria os problemas relacionados a morbidade da enxertia
autéloga no sitio doador e a qualidade desta nos pacientes idosos, ainda ha
necessidade de definicdo de indicacdes ideais para seu uso.

Por fim, acreditamos que a futura direcdo do desenvolvimento de estratégias
para tratamento da pseudoartrose deve ressaltar a influéncia do microambiente e
das sinalizagdes celulares, com o objetivo de determinar os fatores osteoindutores.
Estes, uma vez aplicados ao foco fraturario, poderiam induzir a diferenciacdo dos
osteoprogenitores locais, aumentando as taxas de consolidacdo (VALLIM et al.,

2016)
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6. CONCLUSOES

1. Nao houve diferencas em relagcdo ao potencial clonogénico dos
progenitores mesenquimais entre os dois tipos de pseudoartrose. No
entanto, houve menor numero médio de CFU-F nos pacientes com
pseudoartrose atrofica;

2. As caracteristicas morfolégicas e imunofenotipicas das NUSC
confirmam a sua origem do compartimento estromal da medula 6ssea,
com caracteristicas mais similares aos HOB do que as BMSCs;

3. As NUSC apresentam ciclos de proliferacdo tendencialmente mais
lentos, quando comparados a HOB e BMSC, sem relacdo com a
entrada em estado de senescéncia;

4. As NUSC apresentam potencial de diferenciacdo osteogénica e
adipogénica in vitro comparavel as BMSC e HOB;

5. As NUSC, quando transplantadas in vivo, apresentam capacidade de
formacdo Ossea, e também de recriar um microambiente
hematopoiético heterotopico, confirmando a presenca de células

multipotentes nestas populacodes.
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8. APENDICES E/OU ANEXOS

Anexo 1. Escore RUST para avaliagdo de consolidagao radiografica

As pontuagdes corticais individuais sdo somadas (anterior, posterior, medial,
e lateral) para obter um valor RUST radiografico, que varia desde 4 (consolidagéao

inexistente) até 12 (consolidagao completa).

Critério Radiografico

Pontuagao por cortical Calo Trago de fratura
1 Ausente Visivel
2 Presente Visivel
3 Presente Invisivel
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Anexo 2. Ficha de identificagao e cadastro dos pacientes

Data: [

N° prontuario:

Pesquisa: Avaliagcao das caracteristicas morfofuncionais e do potencial
osteogénico de células estromais do foco fraturario de pseudoartrose
atrofica e hipertréfica

Projeto CAAE n 23348613.0.0000.5273 aprovado CEP/INTO em 02/12/2013

Ficha clinica

o Etnia . .
Iniciais: Nasc: Sexo Nacionalidade

Critérios de exclusao:

[0 fraturas em decorréncia de
doencga inflamatoria/ autoimune

[] osteoporose

[0 doenga metabdlica que interfere
no metabolismo calcio/fésforo

[ fraturas patoldgicas

[0 pseudoartrose hipertrofica
[0 pseudoartrose infectada

[ gravidez
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Dados relevantes para a pesquisa:
[] tabagista

[ uso de medicagao (especificar):

[] doenga sistémica:

[] doenga imunoldgica:

Dados relevantes da regiao lesionada:

[] regido acometida:

[ tipo de osteossintese:

[ padrao inicial da fratura:

- estabilidade mecéanica: [] presente [] ausente
- gap: [ presente ] ausente
- fratura: [] aberta [] fechada

[ tipo de pseudoartrose (escore de Calori - anexo 3):
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Anexo 3. Classificagao de pseudoartrose segundo Calori.

O Osso Escore | Maximo
Qualidade do
Boa 0
Osso
Moderada (osteoporose moderada) 1
Ruim (severa osteoporose ou perda 5
0ssea)
Muito ruim (necrose, avascular ou 3 3
séptica)
Lesao Inicial Fratura Fechada 0
Exposta grau I 1
Exposta grau II ou IIT A 3
Exposta grau III B ou C 5 5
Cirurgias
. Nenhuma 1
Previas
<2 2
<4
>4 4 4
Cirurgias
o Minimamente invasiva 0
Previas
(Invasividade) Intramedular 1
Extramedular 2
Qualquer osteossintese com enxertia 3 3
Ossea
Primeira -
) ) Estabilidade Inadequada 0
Cirurgia
Estabilidade Adequada 1 1
Classificacdo Hipertroéfica 1
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(Weber/Cech) Oligotrofica 3
Atrofica 5 5
Alinhamento _ R o
Hsseo Alinhamento nao anatémico 0
Alinhamento anatémico 1 1
Defeito Osseo
0,5-1cm 2
(Gap)
1-3cm 3
>3cm 5 5
Partes Moles
Status Intacto 0
Cirurgia prévia, pouca cicatriz 2
Tratamento prévio de defeito de partes moles
(perda de pele, flap local, multiplas incisdes,
sind. Compartimental, fistula
fechada) 3
Tratamento complexo de defeito partes moles
(retalho livre microcirdrgico) 4
Vascularizagdo pobre (diminuicdo do pulso,
insuficiencia venosa, enchimeto
capilar) >
Presenca atual de defeito de
cobertura
(Ulcera, fistula, exposicao éssea ou
implante) ® ®
O Paciente Escore | Maximo
ASA lou?2 0
3ou4 1 1
Diabete
Nao 0
s
Sim, bem controlada 1
Sim, mal controlada 2 2
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Exames de

Leucdcitos > 12

Sangue
VHS > 20
PCR > 20
Infecgao —
Clinica Assintomatico
Infeccdo prévia ou suspeita de
infecgao
Séptico
Drogas Corticoides
AINH
Tabagis -
mo
Sim
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Anexo 4. Apreciacdo do Comité de ética e Pesquisa do INTO

INSTITUTO NACIONAL DE
TRAUMATO - ORTOPEDIA/ ‘GRGrarl -
INTO / SAS/ MS
PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Avaliacio da express3o dos genes BMP4 e FGFR1 na pseudoartrose atrofica de ossos
lengos
Pesquisador: Frederico Coutinho de Moura Vallim

Area Temaitica: Genética Humana:
(Trata-se de pesquisa envolvendo Genética Humana que n3o necessita de analise
etica por parte da CONEP;);

Versao: 1

CAAE: 23343613.0.0000.5273

Instituigao Proponente: Instituto Nacional de Traumato - Ortopedia / INTO / SAS/ MS -RJ
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 476.062
Data da Relatoria: 20/10/2012

Apresentagao do Projeto:

A apresentac3o do projeto esta adequada.

Objetivo da Pesquisa:

os objetivos estdo definidas.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

A avaliag3o dos riscos  beneficios estio explicitadas no projeto.
Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

N3o ha

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:
Os termos est3o elaboarados e adequados.

Recomendagoes:

N3o h3 recomendacdes.

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:

N3o ha lista de nadequagoes.

Enderego: Avenida Erasi n* 500

Balrro: Sdo Cristovdo CEP: 20.540-070
UF: RJ Munloiplo: RIO DE JANEIRO
Telefone: (21)2134-2000 Fax: (2121355228 E-mail: cep.ntoffinto.saude.gov.br

Pagrs Of de @
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Anexo 5.
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

(De acordo com as normas da Resolu¢do do Conselho Nacional de Satde n°® 466 de
12/12/2012)
Voceé esta sendo convidado para participar da pesquisa Avaliacao do potencial osteogénico de
c¢lulas estromais do foco de pseudoartrose . Vocé foi selecionado por avaliacdo do seu
prontudrio e radiografias e sua participacdo nao ¢ obrigatoria. A qualquer momento vocé
pode desistir de participar e retirar seu consentimento. Sua recusa nao trara nenhum prejuizo

em sua relacdo com o pesquisador ou com a instituicao.

Os objetivos deste estudo sao: Assim como no seu caso, muitas sao as fraturas que nao
cicatrizam apesar de serem tratadas da maneira ideal. Desconfiamos que pode haver alguma
causa genética para isso, € esta pesquisa tem a intencdo de avaliar se existe esta causa
genética. Para isso, € sem qualquer prejuizo para o seu tratamento, iremos avaliar as células
retiradas dos fragmentos de osso que devem ser removidos por ndo terem cicatrizado, assim
como algumas células do osso que sera retirado da bacia para enxerto no local da fratura (esse
procedimento ¢ padrao no tratamento desta doenga), procurando alteragdes genéticas.

Sua participagdo nesta pesquisa consistira em permitir a analise dos fragmentos 6sseos
retirados durante a sua cirurgia, que seriam descartados.

Os riscos relacionados com sua participagdo sao a persisténcia da nao consolidagao, e
infeccao superficial ou profunda..

Os beneficios relacionados com a sua participagdo sdo o tratamento da pseudoartrose e
o estudo da mesma para melhor entendimento e tratamento futuro.

As informagdes obtidas através dessa pesquisa serdo confidenciais e asseguramos o
sigilo sobre sua participagdo. Os dados da pesquisa serdo divulgados de forma a nao
possibilitar sua identificagao (os seus dados serdo descritos pelas suas iniciais, ou pelo
numero do seu prontudrio, mas jamais pelo seu nome).

Este Termo foi redigido em duas vias, sendo uma para o participante ¢ outra para o
pesquisador, onde consta o telefone e o endereco do pesquisador principal e do Comité de
Etica em Pesquisa — CEP. Vocé podera esclarecer suas duvidas sobre o projeto e sua
participagdo, agora ou a qualquer momento através dos numeros dos telefones ou enderego de

e-mail disponivel neste Termo.

Rio de Janeiro, de de
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Pesquisador responsavel: Frederico Coutinho de Moura Vallim
Contato com o pesquisador responsavel:

Endereco: Avenida Brasil 500

Telefone: 21 2134-5000

e-mail: fredericovallim@gmail.com

Assinatura do pesquisador responsavel

Em caso de divida quanto a conducio ética do estudo, entre em contato com o

Comité de Etica em Pesquisa do INTO.

Endereco: Avenida Brasil n° 500, 9° andar — sala n°® 4 — Sao Cristévao — Rio de Janeiro
—RJ - CEP:
Telefone: 21 2134-5000

e-mail: cep.into@into.saude.gov.br

Declaro que entendi os objetivos e condicdes de minha participagdo na pesquisa €
concordo em participar.

Participante da pesquisa:

Assinatura do participante da pesquisa
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Anexo 6. Aceite no Congresso da ORS (Orthopaedic Research Society) 2016

ORS

Orthopaedic Research Society

Dear Dr. Frederico Vallim:
Congratulations! Your abstract has been chosen to be a Paper Presentation at the ORS 2016 Annual Meeting at the Disney's Coronado Springs Resort in Ortando, Florida, March 5-8. Details are listed below.

SESSION DATE & TIME: Saturday Mar 5 2016 1:45 PM - 2:45 PM

SESSION NUMBER: 015

SESSION TITLE: Fracture Healing Biology: Innovative Therapies

PRESENTATION TIME: 1:55pm - 2:05pm

PAPER #: 0106

PAPER TITLE: Atrophic Nonunion Tissue Contains Stromal Cells With Potential To Perform Ossification In Vitro And In Vivo
AUTHORS: Frederico C. Vallim. Instituto Nacional de Traumatologia e Ortopedia, Rio de Janeiro, Brazil

ROOM: Coronado K
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Anexo 7. Resumo aceito no congresso da ORS 2016

Atrophic nonunion tissue contains stromal cells with potential to perform ossification in vitro and

in vivo

Frederico C. Vallim'? Amanda dos S. Cavalcanti’, Rhayra B. Dias'?, Rafaela C. Sartore’, Ana C. Leal’, Maria Eugenia L.

Duarte’, Joao M. Guimaraes?, Danielle C. Bonfim™*

"Master Program in Musculoskeletal Sciences, National Institute of Orthopedics and Traumatology, Rio de Janeiro, RJ, Brazil
*Trauma Center, National Institute of Orthopedics and Traumatology, Rio de Janeiro, RJ, Brazil

*Research Division, National Institute of Orthopedics and Traumatology, Rio de Janeiro, RJ, Brazil

“Craniofacial and Skeletal Diseases Branch, National Institute of Dental and Craniofacial Research, NIH, Bethesda, Maryland,

USA
Author Disclosures: All authors state they have no disclosures to declare.

Introduction: Bone has a remarkable capacity to regenerate, completely restoring its original form and function after a fracture.
However, bone healing failures resulting in non-union have a mean incidence of 5-10%, and this number may be as high as 30-40% when
considering the increasing number of fractures from high-energy trauma. Numerous attempts, such as the injection of bone-inducing factors
and/or osteoprogenitor cells, have been made to develop alternative protocols to restore bone formation, however treatment options still
remain below expectations. Recent studies have shown that atrophic and hypertrophic non-union tissues contain a cell population with a
phenotype similar to Bone Marrow Stromal Cells (BMSCs), which would be a reminiscent of the fracture hematoma. This finding raised the
hypothesis that bone healing could be achieved by the reactivation of these temporally quiescent endogenous stromal cells, which would
restart differentiation and perform ossification. However, it remains unclear whether these cells are able to respond to differentiation stimuli
and form bone, or if a disturbed microenvironment will impair its differentiation potential. The objective of the present study is to

characterize atrophic nonunion tissue stromal cells (NUSC) and evaluate their differentiation potential in vitro and in vivo.

Methods: Nine patients of both genders, aged 18-65 years, with an atrophic non-union of a diaphyseal femoral (n=3), tibial (n=2)
or humeral (n=4)fracture were selected and consented to participate in the study, which was approved by the Institutional Research Ethics
Committee. Samples of the non-union tissue, adjacent cortical bone, and iliac crest bone autograft were obtained from each patient during
corrective surgery. Non-union and bone tissues were washed with phosphate buffer saline (PBS), mechanically fragmented, and digested
with 1% collagenase for 2h at 37°C. Collected cells were resuspended in DMEM containing 10% lot-selected fetal bovine serum (FBS) and
counted. 1.0x10° cells were plated per 75cm” culture flasks and expanded until passage 3. Iliac crest trabecular bone associated with marrow
was washed with PBS and bone marrow suspension was collected after sedimentation of bone spicules. After centrifugation, cell pellets were
resuspended in DMEM with 10% FBS and 2.0 x10° mononuclear cells were plated in 25cm” flasks and allowed to grow for 14 days, at which
point adherent cells were harvested and further expanded until passage 3. For immunophenotyping, all cell types were stained with anti-
CD105-FITC, -CD90-Percp, -CD73-APC, and -CD146-PE conjugated antibodies, and analyzed by flow cytometry. The rate of proliferation
of each cell type was evaluated by doubling time quantification. After 21 days of treatment with induction cocktails, senescence analysis was
performed with B-galactosidase staining and in vitro adipogenic and osteogenic differentiation were analyzed through Oil Red O and Von
Kossa staining, respectively. For in vivo osteogenic potential determination, 1.0x10° cells were combined with HA/TCP particles and
transplanted subcutaneously into immunocompromised mice. After 12 weeks, transplants were harvested and bone formation was evaluated
through H&E staining. After checking for normal distribution by the Kolmogorov—Smirnov test, data were compared using One-Way
ANOVA and Tukeys Multiple Comparison post-test. Values were expressed as mean + SD and p values < 0.05 were considered significant.

Results: Similarly to BMSCs and cells obtained from cortical bone (HOBs), nonunion stromal cells (NUSC) had a fibroblastic
microscopic morphology (Fig.1, A-C). Proliferative analysis showed that the doubling times of NUSC cultures were similar to BMSCs and
HOBs in vitro(9.39 + 6.1h, vs 6.22 + 1.12h and 7.19 + 3.52h, respectively. p = 0.4) (Fig.1D). Also, the number of senescent cells in NUSC
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cultures was comparable to the other cell types, as indicated by p-galactosidase activity (11.06 = 8.05% vs 7.27 + 5.08% and 8.57 = 4.11%; p
= 0.64) (FIG.1E). Flow cytometric analysis showed that NUSCs homogenously expressed CD90 (97.96 + 2.78% vs 94.09 + 9.87% for
BMSCs and 94.47 £ 9.21% for HOBs; p = 0.75) and CD73 (99.62 + 0.73% vs 99.92 + 0.08% for BMSCs and 99.0 + 1.65% for HOBs; p =
0.52) (Fig.1, F-H). However, a significantly lower amount of NUSC expressing CD105 (13.56 + 8.86% vs 50.26 + 21.64% for BMSCs and
28.98 + 17.59% for HOBs; p = 0.03) and CD146 (2.12 + 2.94% vs 55.59 + 39.81% for BMSCs and 4.02 + 6.55% for HOBs; p = 0.01) was
observed in comparison to BMSCs (Fig.1F, I-J). NUSC differentiated along the osteogenic and adipogenic pathways, as evidenced by the
deposition of mineralized nodules positive for Von Kossa staining (Fig. 2, A-C) and intracellular lipid accumulation (Fig.2, D-F). When

transplanted in vivo, NUSC was able to perform heterotopic ossification, generating bone and marrow stroma (Fig.3).

Discussion: It is generally accepted that non-union is a multifactorial condition. However, the exact biological factors
contributing to non-union are not completely understood. The observation that non-union tissues contained BMSCs similar cells raised the
question of whether these cells could be reactivated endogenously, as a possible strategy to stimulate bone formation through a less invasive,
alternative approach.

Our findings show that stromal cells isolated from atrophic non-unions (NUSC) were still able to proliferate and to respond to
differentiation stimuli in vitro, supporting the hypothesis of endogenous reactivation. Moreover, when transplanted in vivo, NUSC
reconstituted a whole bone/marrow organ, which is a specific property of cell populations harboring a subset of multipotent cells, known as
Skeletal Stem Cells (SSC). Although specific markers of committed osteoprogenitors are currently unknown, and both CD105 and CD146
are modulated during in vitro expansion, the decreased proportion of cells expressing these surface markers lead us to hypothesize that
NUSC are hierarchically downstream of BMSCs in the osteogenic pathway. It is likely that incomplete bone repair can be attributed to
alterations in the environment and in cell signaling, rather than an intrinsic incapability of local stromal progenitors/stem cells to undergo
differentiation.

Significance: Due to high rates of patient’s morbidity and its contribution to increase costs to the public health system, non-
unions are considered a major orthopedic concern. Effective, non-invasive therapeutic strategies to restore bone formation are urgently

needed. Further understanding of the mechanisms leading to impaired bone repair would greatly contribute to this achievement.
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