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1 INTRODUCAO

1.1 O TECIDO OSSEO

Os ossos sdo constituidos por uma forma de tecido conjuntivo rigido cuja matriz
extracelular encontra-se impregnada por cristais de fosfato de calcio depositado através do
processo de mineralizacdo. Com sua estrutura altamente vascularizada e metabolicamente
ativa, os ossos exercem funcdes de suporte e protecao e representam o principal reservatorio

de ion de célcio e fosfato (WHITEFIELD e ROSEMBERG, 2005).

Os ossos podem ser constituidos por tecido dsseo compacto (ou cortical) ou tecido
0sseo esponjoso (ou medular), como representado na Figura 1. A superficie externa dos 0ssos
¢ recoberta pelo periosteo, enquanto que o enddsteo recobre a superficie interna

(KIERSZENBAUM, 2002).

Figura 1 — Representacdo esquematica Ossea,
demonstrando em detalhes o tecido 6sseo compacto e o
tecido 0sseo €spon;joso. Fonte:
http://marciolcastro.blogspot.com/2009/02/tecido-
osseo.html
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Do ponto de vista microscopico, o tecido 6sseo € composto por matriz dssea,

osteoblastos (formas ativas e inativas), osteocitos e osteoclastos (HOLMBECK et al., 2005).

A matriz 6ssea consiste de 35% de componentes organicos, incluindo prioritariamente
colageno tipo I (90%), proteoglicanos como o sulfato de condroitina e 4cido hialurdnico e
proteinas ndo coldgenas (osteocalcina, osteopontina e osteonectina) e 65% de componentes
inorganicos. Os componentes inorganicos sdo representados predominantemente pela

hidroxiapatita (KIERSZENBAUM, 2002).

Os osteoblastos sao células de formato cuboidal ou colunar que recobrem todas as
areas de formagao 6Ossea ativa, sob a forma de monocamada (HOLMBECK et al., 2005). Os
osteoblastos depositam na interface com a trave mineralizada uma matriz organica
denominada de matriz ostedide, onde posteriormente terd inicio o processo de mineraliza¢ao
(HOLMBECK et al., 2005). Durante o processo de deposi¢do da matriz ostedide alguns
osteoblastos ficam aprisionados na matriz e se diferenciam em osteocitos. Estas células
maduras, localizadas no interior de lacunas e completamente envolvidas por matriz 6ssea
mineralizada, estdo conectadas por canaliculos pelos quais atravessam prolongamentos
celulares que integram os ostedcitos através de jungdes comunicantes (WANG et al., 2000).
Por esta rede de canais circula um fluido que ¢ impulsionado para dentro das lacunas e de
volta para os canaliculos de acordo com os movimentos dos o0ssos. A intensidade com que
esse fluido alcanga os ostedcitos determina a oscilagdo de ions de calcio. Ademais, este fluido
participa do transporte de nutrientes, de oxigénio e metabolitos dos/para os ostedcitos

controlando o processo de ativagdao ou nao destas células (KNOTHE-TATE et al., 2001).

O osteoclasto ¢ uma célula multinucleada que tem sua origem a partir da fusdo de
mondcitos, provenientes da circulagdo sanguinea (BLAIR, 1998) ou a partir da fusdao de pré-
osteoclastos existentes na medula 6ssea (WHITEFIELD e ROSEMBERG, 2005). Essas
células sdo responsaveis pela reabsor¢io 6ssea, através da secrecdo de enzimas na superficie
ossea que promovem a dissolu¢do da matriz mineralizada e degradagcdo enzimatica da matriz
organica. A formacao dos osteoclastos ¢ controlada pelo paratormonio (PTH), produzindo nas
glandulas paratiredides. Essa glandula possui receptores de membrana que respondem aos
niveis séricos de Ca"". Quando a concentracdo sérica declina, o PTH ¢é secretado e os
osteoclastos sao formados a fim de promover a reabsorcao Ossea, restaurando os niveis de

calcio (BLAIR, 1998).



1.2 REMODELACAO OSSEA EM HUMANOS

Os ostedcitos sdo responsaveis pelo monitoramento das forgas exercidas sobre 0 0sso e
programados para responder as alteracdes biomecanicas (KLEIN-NULENT et al., 2003),
iniciando o processo de remodelagao (WHITEFIELD e ROSEMBERG, 2005). Em resposta a
micro danos e subsequente ativagdo dos ostedcitos, os osteoclastos migram para o sitio onde o
processo de remodelagdo estd se iniciando. Através da a¢do da catepsina K os osteoclastos
iniciam a degradagao da matriz dssea (BLAIR, 1998). Com a degradacao da matriz e morte
dos osteocitos, € provavel que os osteoclastos sejam recrutados pelos percussores estromais
osteobldsticos por quimiotaxia, através da liberagcdo de M-CSF (macrophage colony-
stimulating factor) e RANKL (receptor activator of NF-kf Ligand). Uma vez aderidos a zona
de reabsor¢ao, os osteoclastos promovem a escavacao da matriz 6ssea durante 2 a 3 semanas.
Durante esse periodo de tempo o fluxo do fluido extracelular cessa por completo naquela
regido (KLEIN-NULENT et al., 2003) e o local fica preparado para que ocorra a deposi¢ao de
matriz protéica pelos osteoblastos e sua subsequente mineralizagdo (KIERSZENBAUM,

2002).

Durante o processo de escavacao, BMP-2 (proteina morfogénica 6ssea 2), FGF-2
(fator de crescimento fibroblastico 2), IGFs-I e II (fatores de crescimento insulinico I e II),
IGFBP-5 (proteina de ligacdo do fator de crescimento insulinico 5) e TGF-f (fator de
crescimento transformante ), sdo liberados da matriz 6ssea estimulando a diferenciacdo das
células osteoprogenitoras em osteoblastos (WHITEFIELD e ROSEMBERG, 2005). O TGF-
estimula particularmente a diferenciagdo das células do estroma da medula dssea em
osteoblastos, através da via de ativacao Cbfal/Runx-2 e concomitantemente a diminuicao da
formagao de osteoclastos através da reducdo da expressio de RANKL (TROEN, 2003).
Cessada a escavagdo, os osteoclastos sofrem apoptose. Estas células deixam um rastro de
Mim-1 (myb-induced myeloid protein 1), uma citocina que atrai progenitores de osteoblastos
(TROEN, 2003) e facilita a agdo do Cbfal/Runx-2, estimulando a expressao de osteocalcina e
mineralizagdo da matriz organica (PONOMAVERA et al., 2002). O preenchimento completo
das lacunas de reabsorcdo com o osso depositado pelos osteoblastos e a completa restituicao
da area recém remodelada ocorre num periodo de 3 a 9 meses. Ao final deste processo, os

osteoblastos que nao foram aprisionados nas lacunas sofrem apoptose e liberam fosfatase



alcalina sobre a nova matriz 6ssea concluindo o processo de reparacao do tecido Osseo

(WHITEFIELDB e ROSEMBERG, 2005).

1.3 CONSOLIDACAO DAS FRATURAS

Em certas condi¢des de instabilidade a consolidagdo das fraturas ¢ caracterizada pela
formacdo de um calo intermediario a formacdo oOssea. Esse reparo Osseo ¢ chamado de
consolida¢do secundaria e pode ser dividido em trés fases que ocorrem simultaneamente:
inflamacao, reparo e remodelamento (GRIFFON, 2005). Cabe ressaltar que a formagdo dssea
ocorre somente em condi¢cdes minimas de mobilidade entre os fragmentos 6sseos, que nao

deve ultrapassar 2% (SCHILLER, 1988).

A fase inflamatoria comec¢a imediatamente apds a fratura e o estabelecimento da
auséncia de continuidade 6ssea e de tecidos adjacentes, e persiste até o inicio da formacao de
cartilagem ou osso. Essa fase dura em torno de 3 a 4 dias e o final desta fase, pode ser

caracterizado clinicamente, pela diminuicao do edema e dor local (GRIFFON, 2005).

Inevitavelmente as fraturas causam dilaceragdo dos vasos sanguineos medulares, com
subsequente extravasamento de sangue. Trombose e contracdo destes vasos sanguineos
minimizam a perda sanguinea, mas a0 mesmo tempo promovem isquemia € consequente
necrose 0ssea, observada pela presenca de lacunas vazias na histopatologia. Forma-se entdo,
no espaco interfragmentar, um hematoma rico em fibrina que apesar de nao oferecer nenhum
suporte mecanico a fratura, marca o inicio da consolidacdo Ossea, através da liberagdao de
fatores de crescimento que estimulam a angiogénese e osteogénese. Formagdo Ossea
endocondral ectopica foi observada apds o transplante de codgulo interfragmentar,
demonstrando assim o potencial osteoindutor dos componentes deste hematoma (STREET et
al., 2000). Possivelmente, as plaquetas seriam o primeiro tipo celular a alcangar o foco de
fratura e além de fatores de coagulagdo, elas contribuiram também com fatores de
crescimento derivados de plaquetas (PDGF) e TGF-B1, estimulando a formacdo oOssea

(LIEBERMAN et al., 2002).

As propriedades angiogénicas presentes no hematoma interfragmentar sdo mediadas
pelo fator de crescimento vascular endotelial (VEGF) e fatores como acidez local e
citoquininas contidas no exudato da regido traumatizada (STREET et al., 2000). Mediadores
inflamatorios como as prostaglandinas E1 e E2 também estimulam a angiogénese e ainda sao

responsaveis pela sinalizacdo e ativacdo de osteoclastos e o inicio da reabsorcdo Ossea
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(MILLIS, 1999). Finalmente, mastdcitos contendo substancias vasoativas contribuem para a
formagdo de novos capilares (MCLAUGHLIN, 1991). Em questdo de horas, a area necrotica
¢ invadida por novos vasos sanguineos oriundos dos tecidos moles adjacentes (GRIFFON,

2005).

Células mononucleares, com potencial fagocitario auxiliam na remog¢do de o0sso
necrdtico, € macrofagos, através da liberacdo de fatores de crescimento como o fator de
crescimento fibroblastico (FGF), estimulam a producdao de tecido fibroso, assim como a
formagao 6ssea (LIEBERMAN et al., 2002). Com o restabelecimento da vascularizagdo intra-
medular, a vascularizagdo extra oOssea regride. Em condi¢des normais, o hematoma ¢

reabsorvido no final da primeira semana pos-trauma (SHILLER, 1988).

O restabelecimento da vascularizacao permite a disseminacao de fibroblastos e células
mononucleares que transformam o hematoma em tecido de granulacao. Isso promove um leve
grau de estabilidade ao foco de fratura, em torno de 0.1Mn/mm?”. Com a maturacdo do tecido
de granulacao, fibras de colageno se tornam mais abundantes, principalmente colageno tipo I,
permitindo uma resisténcia ainda maior no foco de fratura, de até 60Nm/mm?’. Baixa tensdo
de oxigénio, vascularizacdao precaria, fatores de crescimento e forgas mecanicas atuando na

regido interfragmentar influenciam na formagao do calo cartilaginoso (REMEDIOS, 1999).

As células mesenquimais que se encontram no peridsteo, endosteo, medula dssea e
tecidos moles adjacentes, comecam a se proliferar durante a fase inflamatoria e se diferenciar
durante a fase de reparo. Fatores de crescimento como TGF-f e proteinas dsseas
morfogenéticas (BMPs) coordenam a quimiotaxia, proliferacdo e diferenciagdo das células
progenitoras em condroblastos e osteoblastos (HEPPENSTALL, 1980). O periosteo que
circunda a regido fraturada aumenta de didmetro, produzindo assim, um calo dsseo externo,
inteiramente irrigado por vasos extra-6sseos. Um calo interno, confinado a cavidade medular,
se desenvolve a partir do enddsteo e ¢ vascularizado a partir das arteriolas medulares
(HEPPENSTALL, 1980). Esse calo cartilaginoso, que ¢ formado durante as primeiras 3
semanas apds o trauma, apresenta uma resisténcia a forgas mecanicas similar a do tecido

fibroso (MANN e PAYNE, 1989).

Um achado comum em fraturas instaveis e bem vascularizadas ¢ uma calo exuberante.
Esse aumento de didmetro do osso promove um ganho na resisténcia contra as forcas de
torcdo permitindo assim a formagdo de osso compacto. A mineralizagdo do calo
fibrocartilaginoso progride das extremidades dos fragmentos 0sseos, para o centro do espago

interfragmentar, através da formacdo de focos de mineralizacdo controlados por condrdcitos
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(GRIFFON, 2005). O exato mecanismo de mineralizagdo ¢ ainda incerto, entretanto, estudos
apontam para uma atividade mitocondrial muito similar a que ocorre nas placas de
crescimento (KETENJIAN e ARSENIS, 1975). A mitocondria acumularia granulos de célcio
e fosfato de célcio que seriam liberados na matrix extracelular e em uma condi¢do de hipdxia,
estimulariam o deposito de micro-cristais de apatita. A invasao vascular ocorre no tecido
fibrocartilaginoso a partir da degradacdo de compartimentos de matrix ndo mineralizada por
macrofagos, seguidos do estabelecimento das trabéculas por células osteoprogenitoras. Com
suporte mecanico adequado e vascularizagdo restabelecida, o tecido fibroso interfragmentar
sofre ossificacdo intramembranosa e gradativamente vai sendo substituido por osso compacto,
que apresenta uma resisténcia mecanica de 160 Nm/mm?® (RAHN, 2002). A Figura 2 ¢ a

representacdo esquematica do processo de formagao do calo 6sseo.

Figura 2 — Representacao esquematica do processo de formagao do calo ¢sseo.
Fonte: http://www.sobiologia.com.br/conteudos/FisiologiaAnimal/sustentacao2.php
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No fim da fase de reparo, a unido 6ssea ¢ alcangada, mas a estrutura da regido
previamente fraturada difere da morfologia 6ssea original e por isso, a fase de remodelamento
se inicia. Essa fase final da consolidagdo 0ssea ¢ caracterizada pela adaptagdo morfologica até

alcangar estrutura, resisténcia e funcdo originais. A fase de reparo 6sseo ¢ um processo lento
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que em humanos leva entre 6 e 9 meses e representa 70% do total de tempo de consolidagao

de uma fratura (REMEDIOS, 1999).

O equilibrio das agdes osteoclastica e osteoblastica ¢ regido pela lei de Wolff. A carga
axial exercida sobre o 0sso cria uma superficie convexa eletropositiva, onde reabsor¢ao Ossea
predomina e uma superficie concava, eletronegativa onde deposi¢do 6ssea ocorre. O calo
Osseo vai gradativamente desaparecendo e o espago medular na diafise do osso se restabelece

(REMEDIOS, 1999). O processo de consolidacao da fratura ¢ demonstrado na Figura 3.

Insuficiente vascularizacao e excessiva mobilidade no foco de fratura contribuem para

o estabelecimento da ndo-unido (GRIFFON, 2005).

Figura 3 - Representacdo esquematica do processo de
consolidagao da fratura. Fonte:
http://brazilianphysiotherapist.blogspot.com/
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1.4 MEDULA OSSEA

A medula 6ssea ¢ um 6rgao que se estabelece na fase final do desenvolvimento
embrionario, como resultado do processo de ossificacdo endocondral. Com o envelhecimento
do individuo, a medula 6ssea, que inicialmente ¢ predominantemente vermelha, composta por
elementos hematopoéticos, se torna amarela devido a substituicdo por células adiposas,

perdendo gradativamente sua funcdo hematopoética (KUZNETSOV et al., 2004).

Na vida adulta, a medula 6ssea hematopoética estd restrita a cavidade medular da
clavicula, vértebras, esterno, pélvis, e extremidades dos ossos longos, entre as trabéculas
Osseas. Por muito tempo, a hematopoese foi considerada a inica funcdo da medula éssea pos-
natal. A partir da descricdo da presenca de células estromais, com potencial de
pluripotencialidade na medula dssea pds-natal, esta passou a ter um papel mais amplo além do

local de formagao e diferenciacao de células hematopoéticas (ROBEY, 2000).

1.5 CELULAS-TRONCO MESENQUIMAIS

Poucos anos apds a descoberta das células-tronco hematopoéticas, os estudos de
FRIEDESTEIN et al. (1966) e mais tarde de OWEN e FRIEDESTEIN (1988), revelaram a
existéncia de progenitores mesenquimais multipotentes na medula 6ssea pds-natal, com
potencial para dar origem a distintos tecidos mesodermais. A partir dessas descobertas,
reconheceu-se a existéncia de dois sistemas tronco distintos na medula 6ssea — o sistema
hematopoético e o sistema estromal, este ultimo precursor das linhagens osteogénica,
condrogénica, adipogénica, e reticulares, a partir de um progenitor comum (BIANCO e

ROBEY, 2004).

Muitos termos tém sido utilizados para designar essas células de origem ndo
hematopoética, tais como precursor de mecanécitos, empregado por FRIEDESTEIN (1976)
ou células-tronco estromais da medula 6ssea (OWEN & FRIEDESTEIN, 1988). Outro termo
muito utilizado ¢ célula-tronco mesenquimail (MSC), apesar de essas células ndo terem a
capacidade de originar multiplos tecidos mesodermais, propriedade exclusiva de células

embrionarias (BIANCO et al., 2006).

As células-tronco mesenquimais (MSCs) se caracterizam pela capacidade de aderéncia
apds o plaqueamento da medula Ossea. Essas células aderentes apresentam potencial

clonogénico, investigado através de ensaios denominados CFU-F (colony forming unit-
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fibroblasts). Apds a expansdo in vitro, elas sdo capazes de originar osteoblastos, células
reticulares (FRIEDESTEIN, 1968; KREBSBACH, 1997), condrécitos e células acumuladoras
de gordura (FRIEDESTEIN, 1970; ASHTON, 1980), conforme ilustrado na Figura 4. Até o
presente momento, o fenotipo descrito das MSCs humanas ¢ CD34°, CD45", CD14, CD13",
CD29', CD44", CD49a’, CD63", CD90’, CDI105", CDI106', CDI146’, CD166"
(ZANNETTINO et al, 2003; BIANCO e ROBEY, 2004).

Chondrocytes

As MSCs apresentam trés propriedades: clonogenicidade, multipotencialidade e
capacidade de auto-renovacao, (BIANCO et al., 2006; SACCHETTI et al., 2007). As células
de medula 6ssea em cultura expressam fator de transcrigdo Runx2/CBFA1, que € o gene para
o comprometimento osteogénico (DUNCY et al., 1997; KOMORI et al., 1997). Entretanto,
ainda ha pouca evidéncia dessa expressdo in vivo (BIANCO et al, 2006). Outros fatores de
transcricdo como Osterix, que caracteriza diferenciagdo osteogénica (NAKASHIMA et al.,
2002) e Sox9, que determina diferenciacdo condrogénica (AKIYAMA et al., 2002) sdo
levemente detectados em amostras de estroma de medula 6ssea (BIANCO et al., 2006).

Fatores de transcricdo que controlam a adipogénese (C/EBPa e PPARy sdo expressos, em
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baixos niveis, mesmo sem adicdo de indutores adipogénicos na cultura (GUIMBLE et al.,

1996; KUZNETSOV et al., 2001).

1.6 NAO-UNIAO DE FRATURAS

A ndo-unido de fraturas ocorre quando o processo de reparo bioldgico num foco de
fratura ¢ interrompido por motivo ainda nao esclarecido, acarretando em nao consolidagao do
tecido 0sseo. Nestas situagds, a consolidacdo so6 ocorrera se for instituido um tratamento
direcionado para este objetivo, em sua maioria associando tratamento cirirgico. Sob o ponto
de vista temporal, a ndo unido ¢ diagnosticada quando uma fratura, ndo apresenta sinais

radiograficos de consolidacao trés meses apds sua ocorréncia (LA VELLE, 1998).

Diversos fatores podem contribuir para a interrup¢ao ou retardo da consolidacao ossea.
Dentre estes fatores, os que estdo mais diretamente relacionados com uma das duas condi¢des
¢ o grau inicial de desvio da fratura, perda dssea, traumas de alta energia (HARRIS et al.,
2006) associados a lesdo extensa de partes moles, cominuicdo e infeccdo (LERNER et al.,
2006). Em pequenos animais, assim como na medicina humana, situagdes como reducao e
fixacdo inadequadas, instabilidade entre os fragmentos 0sseos e local da fratura representam
também importantes fatores para o estabelecimento desta patologia (AUDIGE et al., 2005;
PIERMATEI et. al., 2006). PITTENGER et al. (1999) relata que a patogenia da ndo-unido ¢

relacionada a limitagdo nas func¢des e/ou nimero de MSCs.

A ndo-unido pode acarretar problemas relacionados com a fungdo do membro afetado,
como atrofia muscular por desuso, redu¢ao da amplitude do movimento articular e rigidez
relacionada a contracdo de tecido cicatricial, disfungdo neuromuscular e angulagdo e/ou

encurtamento do membro (MILLIS e JACKSON, 2003).

A fisiopatologia da ndo-unido de fraturas ¢ caracterizada inicialmente pelo surgimento
do tecido de granula¢do no espaco interfragmentar que confere alguma estabilidade, sem
impedir a sua mobilidade. Gradativamente, cartilagem e osso preenchem o foco de fratura
conferindo estabilidade ao mesmo. Porém, se houver mobilidade além da tolerada por esses
tecidos, havera comprometimento da angiogénese e consequente retardo do reparo 6sseo, com

possibilidade de estabelecimento de uma nao-unido (NUNAMAKER et. al., 1985). BOYAN
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et. al. (1999) identificaram a presenga de poucas células mesenquimais comprometidas ou
diferenciadas na linhagem osteoblastica no foco de fratura de um modelo experimental canino

de ndo-unido, sugerindo que a diferenciacdo dessas células seja inibida ndo ndo-unido cronica.

O tecido interfragmentar persistente nas nao-unides consiste prioritariamente de uma
zona uniforme de fibrocartilagem. Estruturas vasculares e evidéncia de reciclagem ativa do
tecido 6sseo estdo presentes nas extremidades dos fragmentos, mas os canais vasculares nao
sdo capazes de penetrar na fibrocartilagem ndo-mineralizada. No estagio cronico da nao-
unido, pode haver o desenvolvimento de pseudoartrose no defeito dsseo, caracterizada pela
forma¢do de membrana e liquido sinovial em torno de um falso espago articular na

extremidade de cada fragmento que constitui o foco da fratura (WOODARD e RISER, 1991).

Baseado nas suas caracteristicas biologicas e tradugdo radiografica, as ndo-unides sao

classificadas em viaveis ou inviaveis (WEBER & CECH, 1974).

As ndo-unides vidveis ou hipertréficas ou “em pata de elefante” possuem calo dsseo
abundante hipervascularizado e, frequentemente, estdo relacionadas com fraturas que foram
desestabilizadas pela remocao prematura ou afrouxamento do aparelho de fixacao esquelética.
As ndo-unides viaveis levemente hipertroficas ou “em casco de cavalo” possuem quantidade
inadequada de calo e se caracterizam por leve esclerose das extremidades dos fragmentos.
Estas ndo-unides ocorrem em casos de instabilidade rotacional moderada. As nao-unides
viaveis oligotroficas ndo possuem calo visivel, mas ainda sdo capazes de resposta bioldgica.
Caracterizam-se pela presenga de tecido fibroso vascularizado entre os fragmentos, que tem
extremidades arredondadas e sofrem reabsorcao progressiva. Estas ndo-unides ocorrem diante

de grande deslocamento ou distra¢ao dos fragmentos fraturados.

As ndo-unides inviaveis distroficas possuem fragmentos intermedidrios que
consolidaram em relagdo a apenas um fragmento principal. O fragmento intermedidrio, com
deficiéncia de vascularizagdo, ¢ incapaz de estimular resposta osteogénica suficiente para que
ocorra unido com o segundo fragmento. As ndo-unides inviaveis necrosadas estdo associadas
a fraturas cominutivas, nas quais grandes fragmentos estdo avascularizados ou
deficientemente vascularizados, progredindo para necrose tecidual. Os fragmentos necrosados
ndo sdo incorporados aos calos de fratura. As ndo-unides inviaveis de defeito resultam da
perda de segmento significativo do osso no local fraturado. Por ocasido da lesdo, grandes
fragmentos podem ter sido perdidos através das feridas abertas. Os defeitos também podem
resultar da reabsor¢dao de fragmentos necrosados ou da remog¢ao ou excisdo de fragmentos

durante a cirurgia. As ndo-unides inviaveis atroficas sdo sequelas dos outros trés tipos de nao-



16

unido inviavel. Ha reabsor¢do dssea significativa nas extremidades dos fragmentos, perda da
vascularizagdo, auséncia de atividade osteogénica e osteoporose caracterizam estas nao-

unioes.

Em um estudo retrospectivo, ATIOLA e SUMNER (1984) observaram que 3,4% de
2.825 fraturas em cdes evoluiram para ndo-unido, sendo o radio e a ulna os o0ssos mais
afetados (40,6%), seguidos pelo fémur (38,5%), tmero (12,5%) e tibia (4,2%). A prevaléncia
de ndo-unido foi maior em cdes entre 2-7 anos de idade (49%) e cdes que pesavam entre 7-

14kg.

Caes das racas toy e miniatura podem apresentar variantes anatomicas da
vascularizagdo Ossea constituida por pequena densidade vascular na juncgdo diafisisaria-
metafisaria distal do radio, (WELCH et al., 1997). Adicionalmente, a cobertura tecidual nesta
regido, por ser muito pequena, fica susceptivel a lesdes mais extensas apds traumas

(NUNAMAKER, 1985).

No exame clinico das nao-unides evidencia-se ampla mobilidade no local fraturado
sem dor a palpacdo ou apenas leve desconforto (MILLIS & JACKSON, 2003). A atrofia
muscular e a rigidez articular sdo provavelmente sequelas de desuso do membro, pois na
maioria dos casos, o0 membro afetado ndo sustenta o peso do animal (MILLIS e JACKSON,

2003).

O diagnodstico da ndo-unido deve ser baseado nos achados radiograficos,
caracteristicos de cada tipo de ndo-unido e na ndo progressdo da consolidacdo 6ssea durante
pelo menos trés meses, com persisténcia da linha de fratura entre os fragmentos 6sseos (LA
VELLE, 1998). As caracteristicas radiograficas mais frequentes sdo formacao variavel de calo
periostal e endosteal, linha de radiotransparéncia interfragmentar, esclerose e arredondamento
das extremidades dos fragmentos fraturados, tecido mineralizado ocluindo a cavidade medular
e pseudoartrose. Estes achados podem ser confirmados por exames complementares tais como

cintigrafia e DEXA (dual energy xray absorptiometry) (MILLIS e JACKSON, 2003).

1.7 TRATAMENTO DA NAO-UNIAO OSSEA

Durante os ultimos 20 anos foram desenvolvidas diversas técnicas para o tratamento
das ndo-unides, incluindo procedimentos invasivos (fixacdo interna e enxertia com 0sso ou

com substitutos 0sseos) e procedimentos nao invasivos (ultra-som e aplicagdo de pulsos
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eletromagnéticos) (HERNIGOU et al., 2005). Entretanto, o passo inicial no tratamento das
nado-unides e a avaliacdo das condigdes biologicas e mecanicas envolvidas na instalagao da
lesdo. Em seres humanos a defini¢do da estratégia terapéutica deve levar em consideragdo a
localizagdo configuragdo e tipo (quando exposta) da fratura, infeccdo ou manipulacdo
cirtirgica prévias, alinhamento, condi¢do neuro-vascular do membro afetado e eventual perda

ossea (HERNIGOU et al., 2005).

A remocdo do tecido fibroso através de curetagem, remog¢do de tecido &sseo
esclerdtico das bordas dos fragmentos oOsseos, abertura do canal medular obstruido,
estimulacdo da osteogénese e fixacdo estavel da fratura constitui o tratamento cirargico de
escolha para as ndo-unides inviaveis (RODRIGUEZ-MERCHAN e FORRIOL, 2004;
PIERMATEI et al., 2006).

Diversos tipos de enxertos oOsseos podem ser utilizados no tratamento das
pseudoartroses em humanos a fim de estimular a osteogénese. O enxerto de 0sso esponjoso
autégeno ¢ considerado o padrdo-ouro neste tipo de abordagem e, por isso, € comumente
utilizado em medicina humana e veterinaria (GOULET et al., 1997, MCLAUGHLIN, 1998;
JOHNSON, 2002; BRAWLEY e SIMPSON, 2006). Mesmo sendo clinicamente eficaz, o
tempo cirurgico e anestésico adicional a coleta do enxerto, o aumento da morbidade pos-
operatdria e escassez de 0sso esponjoso, principalmente observada em pacientes pequenos,
tem encorajado a pesquisa em busca de substitutos para enxertos 6sseos (GRIFFON, 1996;
OONISH, 1997). A dificuldade da coleta de enxerto Osseo autdogeno em quantidades
satisfatorias e frequente em caes de ragas miniatura e toy e felinos, muitas vezes requerem a

exposi¢ao cirirgica de multiplas areas de coleta (DOREA et al. 2005).

O uso de enxerto aldogeno elimina a morbidade associada com a coleta do enxerto
autégeno e reduz o tempo cirirgico e anestésico. Em caes, o enxerto de 0sso esponjoso
alogeno congelado ¢ efetivamente incorporado quando usado no reparo de fraturas e em
artrodeses, aumentando a taxa de consolidacdo Ossea por meio das propriedades de
osteoindugdo e osteoconducdo (KERWIN et al., 1996). Entretanto, reagdo imunoldgica e
transferéncia de doencas do doador para o paciente recipiente sdo algumas das desvantagens
que podem ser observadas com o uso deste material (KERWIN et al., 1996; MCLAUGHLIN
e ROUSH, 1998).

Diversos enxertos 0sseos sintéticos surgiram com a proposta de eliminar a coleta de
enxerto autogeno e evitar complicacdes associadas com o uso de enxerto Osseo aldogeno.

Muitos materiais tem sido investigados tanto em homens como em animais, mas até o



18

presente momento ndo ha nenhuma evidéncia de que enxertos 0sseos sintéticos contribuam
com fatores osteoindutores ou osteogénicos. Ademais, o fato destes materiais apresentarem
somente osteoconducdo, torna-os menos eficientes na promog¢do da consolidagdo Ossea,
quando comparados com enxertos aldgenos e principalmente com os enxertos autdégenos

(OONISHI, 1988; WILSON, 1999; WHELLER, 2000; DOREA et al., 2005).

Ainda com o intuito de evitar a morbidade associada a coleta do enxerto de osso
autogeno e de superar as limitagdes observadas com o emprego dos enxertos de osso alogeno
e sintético, procedimentos minimamente invasivos como aplicagdo de concentrado de
plaquetas no foco de fratura (SLATER et al., 1995), uso de proteinas morfogenéticas do osso
(JONHSON et al., 1990; ZIMMERMANN et al., 2006) e injecao percutanea de medula 6ssea
total (CONNOLY et al., 1989; GOEL et al. 2005), comecam a ser considerados.

Atualmente, a comunidade cientifica tem mostrado um grande interesse sobre a
utilizacdo de terapia celular em ortopedia, dando grande énfase para o uso de células
provenientes da medula 6ssea com o objetivo de acelerar ou promover o reparo 0Osseo

(HERNIGOU e BEAUJEAN, 2002).

1.8 USO TERAPEUTICO DAS CELULAS-TRONCO MESENQUIMAIS DE MEDULA
OSSEA

Ha alguns anos a medula 6ssea total vem sendo usada como coadjuvante no reparo
0sseo a fim de acelerar este processo. Adicionada a enxertos sintéticos (COLNOT et al.,
2006), enxertos 6sseos alogenos (ASPENBERG et al., 1987) ou ainda injetada por via
percutanea no foco de fratura (JEAN et al., 1997; COLNOT et al., 2006) a medula 6ssea
introduz principalmente os componentes osteogénicos e osteoindutores que promoverdo a

formacgao 6ssea, como demonstrado na Figura 5.

Mais recentemente, pesquisas tem ressaltado a importancia da concentracao de células
da medula 6ssea para a eficacia da terapia. HERNIGOU et al. (2005), tratou 60 pacientes que
apresentavam nao-unido na diafise da tibia com células mononucleares autélogas da medula
Ossea, injetando-as por via percutdnea no tecido fibroso interfragmentar, no foco de ndo-
unido. O nuimero de progenitores foi avaliado através do ensaio de CFU-Fs. Os autores
observaram reversao da nd3o-unido e consolidacao 6ssea em 53 casos, onde foi injetado mais

de 54.000 células progenitoras. Nos sete pacientes que ndo responderam ao tratamento foram
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injetados em média 634 progenitores/cm® e 19 CFU-Fs. Os autores atribuem a falta de

resposta destes pacients ao baixo nimero de progenitores presentes na medula Ossea.

HERNIGOU e BEAUJEAN (2002) utilizaram a mesma abordagem terapéutica para
tratar osteonecrose de cabeca femoral e observaram reducdo significativa da necessidade de

artroplastia total de quadril dez anos apds o tratamento.

O conjunto das caracteristicas das células mesenquimais pluripotentes, em especial a
facilidade com que podem ser isoladas da medula 6ssea (PITTENGER et al., 1999), a
possibilidade de se obter, por expansao in vitro, um numero elevado de células a partir de
volumes relativamente pequenos de medula dssea (JIANG et al., 2002), a sua capacidade de
diferenciagdo em tecidos musculoesqueléticos (SESHI et al., 2000), fazem com que o uso

destas células seja promissor para aplicagcdes em bioengenharia ortopédica.

Figura 5 - Representacdo esquematica demonstrando a
associacdo de componentes osteogénicos e osteoindutores da
medula 6ssea a hidroxiapatita para promover nova formagao 0ssea
em defeitos segmentares (ARINZEH et. al., 2003).
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Segundo GRANERO-MOLTO et al. (2009) as MSCs iniciam o processo de reparo da
fratura levando a formagao de calo dsseo que € entdo substituido por neo-formagao ossea, que

repara o espaco interfragmentar.

A utilizagdo terapéutica das MSCs expandidas in vitro esta sendo explorada no reparo
ou na regeneraca de tecidos mesenquimais lesionados e na consolidacdo de fraturas dsseas
(MOUTSATSOS et al., 2001), lesoes tendinosas (AWAD et al.,, 1999) e cartilaginosas
(KADIYALA et al., 1997; QUINTAVALLA et al., 2002). Outra forma de explorar o
potencial bioldgico destas células ¢ através da associacdo com biomateriais reabsorviveis de
origem sintética. Utilizando-se esta estratégia, que constitui a base da bioengenharia, lesdes
consideradas intratdveis passam a ser passiveis de abordagem terapéutica (BIANCO &

ROBEY, 2001; CANCEDDA et al., 2003; ROBEY & BIANCO, 2004).

2 RELATO DE CASO

Neste caso clinico, células-tronco mesenquimais provenientes da medula dssea
autologa e expandidas in vitro foram injetadas por via percutdnea para tratar uma ndo-uniao
de fratura em um cao. A hipodtese foi avaliar se, ao prover o foco de fratura com elementos

celulares adicionais, estes seriam capazes de promover ou acelerar a formagao Ossea.

Foi atendido em clinica veterinaria particular na cidade de Porto Alegre, um cao
macho, poodle, com um ano e dois meses de idade, pesando 3,5kg, com diagnostico de nao-
unido ossea de radio e ulna comprovada clinica e radiograficamente. O consentimento do
proprietario foi obtido antes do tratamento do animal, através de um termo de autorizacao
para coleta de medula 6ssea (ANEXO A) e injecdo da suspensdo celular (ANEXO B). O
diagnodstico de ndo-unido foi feito baseado na auséncia de sinais radiograficos de progressao
de consolidagcdo Ossea e persisténcia do espaco interfragmentar apds duas tentativas de
osteossintese ao longo de 6 meses. Considerando-se que a proxima etapa, segundo decisao do
proprietario, seria a amputacdo do membro afetado, optou-se pela tentativa da injecao
percutanea de células-tronco mesenquimais no foco de fratura, com a finalidade de estimular

a consolidagdo 6ssea.

O paciente utilizava fixador externo, inserido durante a ultima realizagdo de

procedimento cirargico, porém os pinos da estabiliza¢ao estavam frouxos, motivo que levou a
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decisdo da troca da estabilizacdo para colocagdo de placa antes da realizacdo da coleta e

injecdo de células-tronco mesenquimais no foco de fratura.

A regido do tubérculo maior do imero, contralateral a lesdo Ossea, foi preparada para
um procedimento cirirgico asséptico. Com o paciente sob efeito de anestesia geral (propofol
6mg/kg) foi feita uma incisdo da pele para introdugdo de broca, através da cortical, até atingir
0 o0sso esponjoso da metéfise. Foi inserida agulha hipodérmica e a aspiragdo da medula foi
feita lentamente em um total de 7mL de sangue coletado, em 2 aliquotas individuais de 3,5mL
rinsadas com solucdo de heparina na concentra¢do de 1000 U/mL. A cada troca de seringa, a
agulha era reposicionada na metafise para reduzir a dilui¢ao do aspirado com sangue. Foram
coletados 2mL/kg de medula dssea, do paciente, baseado no valor de referéncia para humanos
(HERNIGOU et al., 2005). As amostras foram armazenadas a 4°C e encaminhadas
imediatamente para o Laboratorio de Embriologia e Diferenciagdo Celular do Hospital de
Clinicas de Porto Alegre. Apos a retirada da agulha com movimentos circulares, foi feita a
sintese da incisao de pele com material de sutura nao absorvivel em padrdo interrompido
simples. O paciente recebeu medicacdo antiinflamatéria (cetoprofeno Img/kg/dia) e

antibidtico (cefalexina 10mg/kg, 12/12h) durante 5 e 7 dias, respectivamente.

O paciente ndo apresentava apoio do membro fraturado, manifestava dor moderada a

palpacdo local e nao tinha edema local.

Todos os procedimentos laboratoriais foram realizados no Laboratério de Embriologia

e Diferenciacao Celular do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA).

O aspirado de medula foi transferido para tubos tipo Falcon de 15mL. Foi adicionado
Phosphate Buffered Saline (PBS), no mesmo volume do aspirado de medula e centrifugado a

800g, em temperatura ambiente por 5 minutos.

As células autdlogas foram ressuspendidas em 10mL de PBS, e o processo de
centrifugacdo foi repetido por mais duas vezes, até que se obtivesse um sobrenadante

translacido.

No final da terceira lavagem, as células autologas foram ressuspendidas em 10mL de
meio de cultura Dulbelco’s Modified Eagle Medium (DMEM-Sigma) suplementado com 10%

de Soro Fetal Bovino (SFB), 1% de penicilina e estreptomicina e 1% de L-glutamina.

Em seguida foi realizada a contagem de células viaveis pelo método de Azul de

Trypan em camara de Neubauer.
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As células foram plaqueadas na concentragio de 10’ células por garrafa de cultivo
modelo T25. Foram adicionados 5SmL de DMEM completo, contendo 15% de SFB. As
garrafas de cultivo foram colocadas em estufa a 37°C e 5% de CO,, permanecendo assim por

72 horas.

O meio foi substituido apds esse periodo e a cada dois dias. Apos observacdo em
microscopio invertido de contraste de fase, era feita a troca de meio e as células nao aderentes

eram removidas através da lavagem sucessiva das culturas com solugdo tampao PBS.

Ao atingirem confluéncia de cerca de 80%, 16 dias ap0s a coleta, as células autdlogas
foram tripsinizadas, centrifugadas e quantificadas. Apds centrifugacdo elas foram
ressuspendidas em 0,5mL de DMEM na concentragio de 1,8x10” células. A suspensdo celular
foi acondicionada em criotubo e preservada a 4°C at¢ o momento do uso, que ocorreu em, no
maximo, trés horas. As células obtidas na passagem 0 foram replaqueadas e as obtidas na

passagem 1 foram utilizadas na terapia celular.

Diferenciacdes em linhagens osteogénicas e adipogénicas foram realizadas para a

caracterizacgdo das células como MSCs.

Para a realizacdo desse procedimento, as células foram plaqueadas em placa de 24
pocos, em duplicata, utilizando-se um total de 4 pogos. Quando atingiram confluéncia de

cerca de 30%, o meio foi trocado para meio de indugdo de diferenciagao.

Para diferenciagdo osteogénica, os reagentes [B-glicerolfosfato, SFB, acido ascorbico e
dexametasona foram adicionado ao D-MEM. Enquanto que dexametasona, insulina e
indometacina foram os reagentes acrescidos ao mesmo meio para a realizagdo da

diferenciagdo adipogénica.

Os meios de inducdo de diferenciagdo foram trocados a cada 4 dias por 3 semanas,
quando as células foram fixadas e coradas. Para evidenciar as diferenciagdes osteogénica e
adipogénica foi utilizado corante Vermelho de Alizarina e Oil red, respectivamente. A
primeira substancia cora a matriz extracelular rica em célcio e a segunda cora de marrom-

alaranjado as goticulas de gordura.

Com o paciente sob efeito de anestesia geral, o membro acometido pela lesao dssea foi
preparado para procedimento asséptico. O protocolo anestésico foi o mesmo utilizado para a
coleta do aspirado de medula dssea. Apds o preparo do campo cirurgico, foi inserida uma

agulha hipodérmica (18x24) entre os fragmentos da fratura. Antes da injecdo, a suspensao de
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células foi homogenizada através de agitacdo manual, o conteudo do tubo foi transferido para
uma seringa de SmL e injetado na fibrose contida no espago interfragmentar da fratura, em
diversos angulos para tentar preencher todo o perimetro do defeito dsseo. O paciente recebeu
antiinflamatério (Cetoprofeno 1mg/kg, dia) e antibidtico (Cefaxina 10mg/kg, 12/12horas)

durante 5 e 15 dias respectivamente.

O reparo do tecido 6sseo foi avaliado antes da aplicagao, 30 e 60 dias apos a injecao

celular.

O exame clinico do membro afetado foi feito no dia da inje¢do das células-tronco
mesenquimais de medula ossea, diariamente durante os cinco primeiros dias apos a injegdo e
30 e 60 dias apds a terapia celular. Foram avaliados parametros como dor a palpagao,

presenca de edema da regido tratada e grau de atividade e retorno das fungdes do membro.

Para a avaliagdo da claudicacao, foi utilizado o sistema de HAZEWINKEL E
MEUTSTEGE (1990) onde: auséncia de claudicacdo = zero; locomog¢ao discretamente
alterada = 1; locomogao alterada, mas ainda mantendo apoio no membro = 2; claudicacao

com apoio intermitente do membro = 3; auséncia de apoio no membro = 4.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Nas ultimas décadas, diversos procedimentos foram desenvolvidos para tratar nao-
unido de fraturas. Esses procedimentos incluem técnicas invasivas, como fixa¢do interna com
enxertia de osso ou de material sintético e técnicas minimamente invasivas, como inje¢ao
percutanea de fatores de crescimento derivados de plaquetas (MARICONDA et al., 2008) ou
de medula dssea total (GARG et al., 1993), ultrassom (KRISTIANSEN et al., 1997) e pulso
eletromagnético (HERNIGOU et al., 2005). A opcao por utilizar neste caso clinico a inje¢ao
percutanea de células-tronco mesenquimais, isoladas de aspirados de medula 6ssea autologa e
expandidas in vitro, deve-se ao fato de ser uma alternativa com elevado potencial osteogénico

€, a0 mesmo tempo, minimamente invasiva.

O cdo, apresentando ndo-unido o6ssea, foi tratado com células-tronco mesequimais
autodlogas de medula oOssea expandidas in vitro. O paciente apresentava maturidade
esquelética, sendo classificado como adulto jovem, com idade superior a um ano. Os relatos
de ndo-unido, se excluidas causas metabdlicas ou nutricionais, ocorrem preferencialmente em

animais adultos (ATILOLA e SUMNER, 1984; KUMAR et al., 2007).
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Os ossos acometidos pela ndo-unido e reabsor¢ao dssea foram radio e ulna e a lesdo
apresentava evolucao superior a seis meses. O local da lesdao relatado nesse paciente concorda
com estudo realizado por ATILOLA e SUMNER (1984) que observaram 2.825 cdes com
fraturas e uma incidéncia de 3,4% de ndo-unido. Os ossos mais acometidos foram o radio e

ulna (40,6%), seguidos pelo fémur (38,5%), imero (12,5%) e tibia (4,2%).

Além da localizagdao anatdmica, o tipo de estabiliza¢dao influencia no estabelecimento
da ndo-unido, cuja base do tratamento ¢ a fixa¢do dos fragmentos 6sseos, com o objetivo de
reduzir a mobilidade no foco de fratura (RODRIGUEZ-MERCHAN e FORRIOL, 2004).
Neste caso, o paciente apresentava mobilidade no foco de fratura devido a faléncia das
fixacOes realizadas anteriormente, porém antes de ser submetido a injegdo da suspensdo

celular foi submetido a novo procedimento cirurgico e a instabilidade no local foi retirada.

Em humanos e em outras espécies animais, incluindo caes, aspirados de medula o6ssea
sdo obtidos classicamente da crista iliaca. Neste caso, entretanto, foi seguido o protocolo
desenvolvido por MANKIANTI et al. (2006) e MARTIN et al. (2002), utilizando as metafises
proximais do tmero como fonte de obtencdo dos aspirados de medula déssea. A técnica
preconizada por estes dois grupos foi de simples execucao pela facilidade em reposicionar a

agulha em toda a extensao do osso metafisario.

Nenhuma complicagdo anestésica ou clinica foi observada durante ou apos a coleta de
medula 6ssea, com recuperagao satisfatoria do animal no pos-operatdrio imediato. A sutura no
local da puncao foi removida dez dias apos o procedimento e o cdo ndo apresentou infec¢ao

ou dor local. Ele manteve-se ativo e sem limitacdes aparentes das atividades habituais.

A quantificagdo das cé€lulas foi feita em camara de Neubauer pelo método de lise de
hemécias através da adigdo de 4cido acético 2% e evidenciou para aplicagio 1,8x10” células

(primeira passagem).

A extensa area disponivel para puncao aliada a possibilidade de sucessivas alteracdes
na angulacdo da agulha permitiu reduzir consideravelmente a diluicdo do aspirado com

sangue periférico.

A alta concentragio celular obtida nas amostras de medula éssea total (de até 10’

células nucleadas) confirma a qualidade do aspirado sob o ponto de vista celular.

A expansio celular nesse caso clinico foi feita a partir do plaqueamento de 107 células

por 25cm”. Essa alta densidade celular inicial, possibilitou que as culturas alcancassem rapida
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confluéncia em relagdao aos achados descritos na literatura (DIGIRALAMO et al., 1999). Uma
das justificativas para se utilizar este nimero elevado de células no plaqueamento inicial foi
baseada nos resultados de DIGIRALAMO et al. (1999). Com maior densidade de
plaqueamento inicial, as células passam por menos ciclos de divisdo celular até atingirem
confluéncia, preservando seu potencial expansivo. Além disso, SEKIYA et al. (2002)
demonstraram que a velocidade de expansao e a capacidade multipotencial sdo inversamente
proporcionais a densidade celular e ao tempo de incubacdo por passagem, respectivamente.
Dessa forma, quanto maior a densidade celular, menor serd a quantidade de divisdes celulares
de cada progenitor, e quanto menor o tempo de incubagdo para atingir a confluéncia a cada
passagem, maior serd a capacidade multipotencial das células obtidas. Tomando por base
estes relatos e por considerar que a obten¢do de um produto celular final com alto potencial de
acdo bioldgica no microambiente 6sseo, poderia ser um diferencial na resposta ao tratamento,
optou-se pelo isolamento inicial de osteoprogenitores a partir de uma suspensao com alta

densidade celular.

MUSCHELER et al. (2001) mostraram em humanos, que a medula 6ssea normal
possui cerca de 32 milhdes/mL de células nucleadas e apenas uma dentre 18.000 células
nucleadas tem caracteristicas fenotipicas de célula-tronco mesenquimal. Esta quantidade pode
ser facilmente ampliada através da expansdo in vitro. Nesse caso clinico foram injetadas na
lesio 18 milhdes de células-tronco mesenquimais (1,8x10") em um volume de 0,5mL.
Considera-se como uma vantagem adicional desse protocolo a possibilidade de obter este
elevado numero de células a partir de um volume inicial de medula 6ssea relativamente
pequeno (7mL). A utilizacdo de concentrado de células mononucleares, com o mesmo
objetivo terapéutico em humanos, requer a aspiracao de volumes consideravelmente maiores
(300mL) para a obtencdo de um numero minimo de osteoprogenitores com potencial

suficiente para estimular resposta osteogénica (HERNIGOU et al., 2005).

HERNIGOU et al. (2005) mostraram que em mulheres o numero de CFU-Fs declina
com a idade. CAPLAN (1994) e GALOTTO et al. (1997) demonstraram que a quantidade de
progenitores mesenquimais declina com a idade. Em recém natos existe 1 CFU-F para cada
10.000 células mononucleadas, propor¢ao esta que em individuos com mais de 80 anos
diminui para um progenitor para cada 2.000.000 células nucleadas. Hernigou e colaboradores,
observaram em seu estudo com 60 pacientes humanos, portadores de ndo-unido, que a média

de CFU-F por milhdo de células nucleadas era de 33.
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Até o presente momento, o tratamento de escolha para ndo-unido de fraturas em caes ¢
baseado na remog¢do do tecido fibroso, estabilizacdo mecanica e adicdo de um componente
osteogénico, o que acarreta em grande morbidade para o paciente (JOHNSON, 1987). No
protocolo descrito nesse caso clinico, o tecido fibroso foi removido e realizada nova

estabilizacdo mecanica, além da adi¢ao das células-tronco mesenquimais.

Embora a sua ocorréncia ndo tenha sido descrita em humanos, HERNIGOU et al.
(2005) mencionam que uma das preocupagdes com a aplicacdo de concentrado de medula
Ossea por via percutdnea em focos de ndo-unido € o potencial risco de embolia. Esta
complicacdo pode ser evitada ou eliminada, através da filtragdo tanto da medula ossea total
como do concentrado de células mononucleares antes da sua inje¢ao. No protocolo utilizado
nesse caso, o risco de embolia gordurosa ou de medula 6ssea pode ser praticamente
descartado uma vez que utilizou-se apenas células-tronco mesenquimais expandidas in vitro

ressuspendidas em um pequeno volume de meio liquido.

A auséncia de resposta clinica ao tratamento com a inje¢ao da suspensao celular pode
ser explicada por algumas particularidades da lesdo ou da biologia do paciente. As sucessivas
cirurgias podem ter acarretado redug¢dao da vascularizagdo local pelo processo de reparo e,

consequentemente, comprometimento da sobrevivéncia celular.

ZAMPROGNO (2007) realizou experimento semelhante ao relato de caso descrito.
Com a aplicagdo de células-tronco esqueléticas em ndo-unido de fraturas de seis caes,

observou consolidagdo em todos os pacientes.

GRANERO-MOLTO et al., (2009) relata que MSCs injetadas sistemicamente, pela
veia da cauda, em camundongos com fraturas recentes de tibia, sdo localizadas nos pulmdes
apo6s o primeiro dia de injecao e se deslocam para o local de fratura apods o terceiro dia, local
onde ha o aumento progressivo do nimero de células até o sétimo dia apds a injegao. Talvez o
fato de o paciente descrito nesse caso clinico ja ter um processo com evolugdo superior a 6
meses, demonstre a necessidade de mais aplicacdes da suspensdo celular, apos 7 e 14 dias, em
casos cronicos, apesar de a via de aplicagdo ainda ser outro fator a ser explorado. Ainda
segundo o mesmo autor o transplante de MSCs melhora o processo de consolidagao de

fraturas, expressando BMP-2 e modulando o prejuizo da resposta inflamatoria.

Até o presente momento, o uso de células-tronco mesenquimais provenientes de

medula Ossea, expandidas in vitro e aplicadas em foco de ndo-unido de fraturas, ainda ¢ pouco
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realizado. Essa técnica permite que somente células progenitoras, em altas concentragoes,

sejam injetadas, em pequenos volumes, no foco da doenca dssea.

4 CONCLUSOES

As terapias com células-tronco estdo em fase experimental, mas tém sido

representadas na midia como a panacéia que propiciaria a cura de todas as doengas.

Estudos recentes, publicados em revistas com boa qualificacio pela Capes,
demonstram o quanto promissora se mostra essa nova area de terapia celular. Apesar de, no
caso clinico relatado em questdo, ndo ter ocorrido a consolidagdo 6ssea do membro afetado, o
alto potencial terapéutico osteoindutor e anti-inflamatorio tem sido constatado na fase

experimental de pesquisas com células-tronco.

Entretanto o tnico tratamento comprovado que utiliza terapia celular € o transplante de
medula 6ssea para doencas hematologicas. Portanto, ¢ necessdria maior atencdo com a
aprovacdo dos protocolos utilizando células-tronco em projetos de pesquisa no pais. Deve-se
buscar os fundamentos das argumentagdes e a relacdo com a organizacdo do campo cientifico
a fim de que sejam realizadas pesquisas sérias € nao apenas tentativas de sucesso,
independente do quadro clinico do paciente. O fato de, na clinica médica, nao estarmos
trabalhando com animais isogénicos, aumenta a probabilidade do desvio celular para qualquer
processo inflamatdrio existente no corpo do paciente, devido ao tropismo inflamatério que as
MSCs possuem. Nesse contexto, exames laboratoriais prévios, sdo fundamentais no descarte

de doengas concomitantes.

Além disso, o fato de ndo haver um protocolo estabelecido para a realizag¢do do cultivo
celular, faz com que cada laboratério atue com suas particularidades e isso impede uma
padronizagdo da técnica a ser aplicada, aumenta os riscos para o paciente e retarda o processo

de andlise de resultados englobando varios grupos de pesquisa e nao apenas um.

O proximo passo de pesquisas realizadas em humanos, sdo estudos randomizados para
se averiguar o real potencial dessas terapias em casos clinicos, ja que em muitas situagdes sua

benéfica comprovacgao terapéutica ja foi testada experimentalmente.

Seria interessante comecar a ter esse tipo de mentalidade, promovendo estudos mais
sérios e padronizados sobre terapia celular também em medicina veterindria, ndo somente

visando modelos experimentais para a solu¢do de enfermidades humanas, mas também,
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buscando a solugdo de problemas para pacientes veterindrios, antes da desisténcia de uma

resolucao por nao haver outro tipo de tratamento disponivel.
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ANEXOS

ANEXO A

TERMO DE AUTORIZACAO DE PROCEDIMENTO DE COLETA

Eu, , proprietario (a)
do paciente da espécie , raca ,
do sexo , pelagem autorizo a realizagao do

procedimento de coleta de bidpsia para obtencdo de células para Terapia Celular autéloga do
paciente acima caracterizado.

A bidpsia serd realizada através da puncdo de medula 6ssea, que ¢ realizada sob
anestesia. Este procedimento tem como riscos associados a dor no pds-procedimento,
processos inflamatdrios e infecciosos.

A realizagcdo deste procedimento pode ndo garantir a obten¢do da quantidade de
células adequadas a realizagdo da Terapia Celular.

Autorizo a realizacdo da bidpsia de medula Ossea a ser realizada pelo Médico
Veterinario , CRMV-RS

Porto Alegre, de de 200 .

Assinatura do Proprietario

Termo obtido por:
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Nome e assinatura

ANEXO B
TERMO DE AUTORIZACAO DE PROCEDIMENTO
Eu, >
proprietario do paciente da espécie , raga , do
o' , pelagem autorizo a realizagdo do procedimento

Terapia Celular autdloga no paciente acima caracterizado.

Este procedimento ¢ ainda considerado como sendo experimental, que significa que
ainda ndo se dispde de conhecimentos necessarios para ser considerado um procedimento
assistencial. Desta forma, existem riscos ainda ndo caracterizados para este procedimento. Os
riscos conhecidos sdo: ineficiéncia da técnica, reagdes inflamatdrias e infecgdes oportunistas.

Autorizo a realizagdo da Terapia Celular autdloga a ser realizada pelo Médico
Veterinario , CRMV-RS

Porto Alegre, de de 200 .

Assinatura do Proprietario

Termo obtido por:

Nome e assinatura




