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RESUMO

CARVALHO, PAULO S. O. Consideracdes sobre o uso das células-tronco no
processo da cicatrizacio éssea. 31p. Trabalho de Conclusio de Curso -

Monografia (Curso de Medicina Veterinaria) — Universidade Federal de Campina

Grande (UFCG), Patos, 2011.

O osso proporciona a sustentagio necessaria para que a musculatura possa funcionar
e também serve de protegdo para orgdos vitais. Quando ocorre algum trauma nesse tipo
de tecido a sua recuperagao demora um longo periodo, além de gerar grandes custos e
fazer com que o animal passe um tempo prolongado sem exercer suas atividades. Por
possuirem um potencial ilimitado de proliferagdo e auto renovagdo as células-tronco
auxiliam na redugdo desse espaco de tempo. Essas células possuem as propriedades
necessarias para favorecer o processo cicatricial como osteoindugdo, osteocondugdo e
osteogénese. Objetivou-se com esse trabalho avaliar o processo de cicatrizacdo 0ssea
com a utilizagdo das células tronco, uma vez que este tema ¢ de grande relevancia na

atualidade.

Palavras Chaves: Osso, trauma, regeneraco.



ABSTRACT

CARVALHO, PAULO S. O. Considerations on the use of stem cells in the bone
healing process. 31p. Completion of Course Work - Monograph (Course of
Veterinary Medicine) - Federal University of Campina Grande (UFCG), Patos,
2011.

Bone provides the necessary support for the muscles to function and also serves as
protection for vital organs. When a trauma occurs in this type of tissue recovery takes a
long time, with major costs and make the animal go a long time without exercising their
activities. Because they have an unlimited potential for proliferation and self-renewing
stem cells help reduce this time. These cells have the properties required to promote the
healing process as osteoinduction, osteoconduction and osteogenesis. The objective of
this study was to evaluate the bone healing process with the use of stem cells, since this

topic is of great relevance today.

Keywords: Bone, trauma, regeneration.
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1. INTRODUCAO

As células-tronco (CT) caracterizam-se pelo potencial ilimitado de proliferagio e
auto-renovag¢do ¢ pela capacidade de originar linhagens celulares com diferentes
fungdes, possibilitando até regenerar tecidos. Estas células possuem a melhor
capacidade de se dividir dando origem a células semelhantes as progenitoras. Elas tém a
capacidade de diferenciarem-se em diferentes tecidos (MIR, 2006).

O osso ¢ um sistema vivo com inumeras fungdes, além de propiciar uma estrutura
sobre a qual a musculatura pode funcionar, também protege 6rgdos vitais e abriga a
medula éssea (DENNY; BUTTERWORTH, 2006).

Sabe-se que varios tipos celulares estdo em investigagdo em experimentos com
animais, porém o maior potencial terapéutico estd nas células-tronco. Tem se realizado
estudos envolvendo o tratamento de grandes lesdes Osseas, as quais ndo tém
possibilidade de regeneracdo espontinea. Nesses casos, sdo utilizadas células-tronco
medulares injetadas em matrizes Osseas, que permitem que as células-tronco se
diferenciem em células dsseas, promovendo a regeneragio do tecido lesado (CORREA,
2009).

Terapias alternativas, que auxiliem na recuperagdo de fraturas, sd@o muito
importantes, pois podem minimizar o tempo de tratamento € os custos, € garantir o
retorno mais rapido as atividades normais (DOUAT, 2004). Atualmente, a possibilidade
de tratamento com células-tronco conquistou notoriedade devido ao seu inigualavel
potencial terapéutico e tornou-se a principal alternativa da terapia celular (LAI et al.,
2008).

Objetivou-se com esse trabalho avaliar o processo de cicatrizagdo Ossea com a
utilizagio das células tronco, uma vez que este tema ¢ de grande relevdncia na

atualidade.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Osso

O osso pode ser considerado tecido ou 6rgdo. Como tecido, caracteriza-se por
um tipo especializado de conjuntivo, cuja principal caracteristica é a rigidez, devido ao
elevado contetido de minerais. Como 6rgdo ¢ uma estrutura composta por vasos,
cartilagem, tecido conjuntivo fibroso, tecido adiposo e tecido hematopoiético
(WASSERMAN et al., 1993).

O osso exerce duas fungdes primdrias: suporte estrutural ¢ metabolismo do
cdlcio. Tem uma matriz protéica de colageno que esta impregnado de sais minerais,
incluindo fosfato de célcio (85%), carbonato de célcio (10%) e pequenas quantidades de
fluoreto de calcio e fluoreto de magnésio. As fibras do colageno que formam a matriz
Ossea sdo extremamente complexas. Para manter a estrutura normal do osso deve haver
quantidade suficiente tanto de proteinas quanto de minerais (MARX; GARG,1998).

O mineral encontrado no osso ¢ um analogo do mineral hidroxiapatita de
ocorréncia natural. Esse mineral, assim como a matriz dssea inteira, estd sendo
constantemente removido (pelos osteoclastos) e reformado (pelos osteoblastos) em
resposta a estresses normais mecanicos, bioquimicos e fisiologicos. O mineral dsseo
esta em equilibrio com os liquidos corporais, ocorrendo desmineralizagdo do osso
quando a ingesta dos ions minerais (Ca**, Mg®*, P0;?) necessarios para a formagdo
Ossea ¢ inadequada, como no raquitismo por deficiéncia de vitamina D ou quando a

perda de calcio € excessiva, como no hiperparatireoidismo (SLATTER, 2007).
2.2 Componentes 6sseos

Ha trés tipos principais de células em todos os ossos: osteoblastos, ostedcitos e
osteoclastos. Os osteoblastos, geralmente células redondas um tanto volumosas, com
reticulo citoplasmatico abundante, sdo as células Osseas responsaveis pela sintese da
matriz 6ssea (ostedide), e sdo encontrados na superficie de regides formadoras de osso
conhecidas como sistemas de Havers, que circundam vasos sanguineos dentro da matriz
da trama ossea. Uma vez cercados por mineral, os osteoblastos tornam-se ostedcitos e
ndo morrem. Em vez disso comunicam-se por meio de longos processos com outras

células cercadas por mineral e células ndo cercadas. Os osteoclastos sdo grandes células
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multinucleadas com bordas enrugadas que ficam na superficie da matriz mineralizadora.
530 0s sensores mecénicos na matriz 6ssea. Essas células gigantes (com 20 a 100um de
diametro) sdo responsaveis pela remogio de minerais e da matriz (reabsor¢iio 6ssea). Os
osteoclastos dissolvem o mineral mediante a secre¢dio de 4cidos e em seguida de
enzimas (fosfatase acida, colagenase, catepsinas, proteases neutras). que digerem a
matriz. No osso sadio, as atividades dos osteoclastos e dos osteoblastos sdo acopladas
(por fatores protéicos liberados pelo 0sso); sendo assim, a reabsor¢do estimula a

neoformacdo d6ssea (SLATTER, 2007).

2.3 Fraturas

O osso ¢ um dos tecidos mais rigidos e resistentes do corpo, contudo, €
frequentemente lesionado (DOUAT, 2004). A fratura é o rompimento completo ou
incompleto da continuidade de um osso ou cartilagem. Uma fratura ¢ acompanhada por
varios graus de lesdes junto aos tecidos moles circunjacentes. incluindo o aporte
sanguineo, ¢ pelo comprometimento da fungdo do sistema locomotor (PIERMATTEI et

al., 2009).

2.3.1 Classificac¢io das fraturas

As fraturas podem ser classificadas em varias bases, e todas sdo uteis em sua
descri¢io. Essas bases incluem presenga de ferida externa comunicante, morfologia e
estabilidade da fratura apds a reducdio axial dos fragmentos (PIERMATTEI et al.,
2009).

2.3.1.1 Presenca de Ferida Externa Comunicante

A fratura fechada ndo se comunica com o meio externo. Ja na fratura aberta o
local da fratura comunica-se com o meio externo, tornando essas fraturas contaminadas

ou infectadas, e a consolidagdo pode ser complicada e retardada (PIERMATTEI et al.,

2009) (Figura 1).
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Figura 1 - Classificagdo das fraturas. (A)
Fratura fechada. (B) Fratura
aberta. FONTE: Denny;
Butterworth (2006)

2.3.1.2 Morfologia da Fratura

Quanto a morfologia as fraturas podem ser classificadas como (Figuras 2 e 3):
Fratura Transversa
Fratura Obliqua
Fratura em Espiral
Fratura Incompleta
Fratura Completa
Fratura Multifragmentar
Fratura por Impactagio

Figura 2 - Classificagdo das fraturas conforme a dire¢do da linha de fratura. (A)
Transversa. (B) Obliqua. (C) Espiral. (D) Cominutiva. (E) Segmentdria. (F)
Impactada. FONTE: Denny; Butterworth (2006).



14

Figura 3 - Classificac¢o das fraturas de acordo com a extensido do
trauma 0sseo. (A) Fratura completa. (B) Fratura incom-
pleta (fratura em galho verde). (C) Fratura incompleta
(fissura). FONTE: Denny; Butterworth (2006)

A fratura completa € aquela em que ha total interrupgdo da continuidade do osso
e ¢, normalmente, caracterizada por fragmentos deslocados. Fratura incompleta ¢ aquela
em que se mantém parcialmente a continuidade do osso, como nas fraturas em galho
verde de animais jovens ou fissuras em animais adultos. A fratura transversa ¢ aquela
em que a linha da fratura forma um angulo reto com o eixo longo do osso. enquanto a
obliqua ¢ a que forma um angulo ao longo do eixo do osso. Na fratura obliqua curta a
linha de fratura tem comprimento menor que o dobro do didmetro do osso. A fratura
espiral forma uma curva ao redor do osso. Na fratura cominutiva ha varios fragmentos e
as linhas de fraturas se comunicam. Ja na fratura segmentaria ou multipla, o osso ¢
fraturado em trés ou mais segmentos e as linhas de fraturas ndo se comunicam e a

fratura por impactagdo ocorre quando um fragmento 6sseo penetra em outro (DENNY;

BUTTERWHORT, 2006).
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2.3.1.3 Estabilidade apés a recolocag¢iio na posicio Anatémica Normal

Fraturas Estdveis sdo as transversas, obliquas curtas ndo pontiagudas ou em
galho verde, nas quais os fragmentos ao serem reduzidos resistem as forcas de
encurtamento. A fixagdo se faz necessaria para evitar a deformidade angular e, algumas
vezes, a rotagdo. Dependendo do local, isso pode ser obtido por coaptagio externa ou
aplicagdo de um pino intramedular, fixador externo ou placa. Fraturas instaveis sdo
obliquas, espirais ou cominutivas. Os fragmentos ao serem reduzidos deslizam entre si,
de forma que ha necessidade de fixag@o para se manter o comprimento do 0sso, prevenir
deformidade angular e rotagdo. Isso usualmente envolve aplicagdo de placa e parafuso

ou fixador externo (DENNY; BUTTERWHORT, 2006).
2.4 Vascularizaciio dssea

O suprimento sanguineo apropriado ¢ necessario para que o o0sso realize sua
fun¢do fisioldgica normal (Figura 4). Clinicamente, os maiores problemas vasculares
surgem nos 0ssos longos. O suprimento sanguineo desses ossos ¢ derivado de trés
fontes basicas: o sistema vascular aferente, o sistema vascular intermediario do osso
compacto € o sistema vascular eferente. O sistema aferente conduz sangue arterial e
consiste na artéria nutriente principal, nas artérias metafisarias e nas arteriolas
periosteais nas jungdes musculares. As arteriolas sdo os componentes secundarios do
sistema aferente e suprem as camadas mais externas do cortex nas proximidades das
firmes juncdes faciais ou musculares. Os vasos nos 0ssos compactos sdo intermediarios
entre os sistemas aferente e eferente e funcionam como trelica vascular onde ocorre a
troca critica entre o sangue e o tecido vivo ao redor. Esse sistema consiste nos canais
corticais e nos canaliculos mintsculos que transportam nutrientes aos osteocitos. O
sistema eferente do osso cortical ocorre na superficie periosteal. O fluxo sanguineo pelo
cortex é essencialmente centrifugo, da medula para o periosteo (Figura 5). Embora
outras drenagens venosas da cavidade medular estejam presentes, isso estd ligado a

atividade hematopoiética da cavidade medular (PIERMATTEI et al., 2009).
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Figura 4 - Suprimento sanguineo de um osso
imaturo. Fonte: Denny; Butterwhort (2006)
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2.5 Cicatrizacio 0ssea

A cicatrizagdo Ossea corresponde ao processo bioldgico que ocorre apds uma
destrui¢do cartilaginosa e 6ssea, que restaura a continuidade tecidual necessaria para a
func¢do (FOSSUM, 2005).

A consolidagdo dssea € um processo complexo que envolve miltiplas fases que
se superpdem. As respostas celulares proximas ao local da fratura levam primeiramente
a produ¢do de um tecido cartilaginoso, que posteriormente se calcifica. Esse molde
cartilaginoso inicial ¢ fundamental no reparo osso da maioria das fraturas e depende da
proliferacdo e produgdo de matriz cartilaginosa ndo mineralizada pelos condrocitos
(GUARNIERO et al., 2007).

A sequéncia dos eventos da consolidacio Ossea pode ser colocada como:
hemorragia da drea, formacdo de codgulo e inflamacdo e edema seguido por
proliferacdo de células mesenquiais pluripotenciais, formagdo Ossea e cartilaginosa e
remodelamento do calo ¢sseo normal (PIERMATTEI et al., 2009).

Durante a fase inflamatdria, o codgulo no foco de fratura contém plaquetas,
fibrina, cininas e prostaglandinas. As plaquetas liberam o fator de crescimento derivado
de plaquetas (PDGF), que € quimiotaxico para macrofagos e fibroblastos que, ao
chegarem ao foco da lesdo, liberam mais PDGF, além de fator de crescimento
transformador beta (TGFp) e fator do crescimento fibroblastico. Adicionalmente, os
macrofagos fagocitam fragmentos celulares e os osteoclastos reabsorvem células
necrosadas e matriz ¢ssea calcificada. Os fatores de crescimento estocados na matriz
ossea — IGF-1I, BMPs TGFB — s@o liberados, iniciando-se a fase de reparo Osseo
(REMEDIOS, 1999).

Slater, (2007), descreve a importancia do suprimento sanguineo extra-0sseo nos
estagios iniciais da consolida¢do. Este suprimento € proveniente dos tecidos moles ¢ ¢
vital para a preservagdo do tecido de granulagdo. As células pluripotenciais presentes
neste tecido respondem pela reabsor¢@o osteocldstica das extremidades dos fragmentos
da fratura. O tecido de granulagio se torna gradualmente mais fibroso, melhorando a
estabilidade e reduzindo o movimento dos fragmentos Osseos. A estabilidade reduz o
grau de deformagdo interfragmentar permitindo que os tecidos com mais baixa
tolerancia a deformagdo e maior rigidez intrinseca sobrevivam no interior da lacuna. A
deformagdo eventualmente ¢ reduzida ao ponto que o osso sobrevive e une as

extremidades do fragmento.
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2.6 Enxerto 6sseo obtido da medula dssea

Um enxerto 6sseo ideal deve propiciar células osteogénicas que produzam osso
novo, fatores osteoindutores que induzam a diferenciacdo de células dsseas a partir de
células mesenquimais indiferenciadas, e uma matriz osteocondutora, que atue como
estrutura para o crescimento interno de osso novo (SLATER, 2007).

A medula 6ssea contém células-tronco osteoprogenitoras (pluripotentes) que sdo
capazes de formar osso quando combinadas com varios elementos de uma matriz 6ssea.
Grandes defeitos dsseos segmentares podem consolidar de forma bem sucedida apos a
adi¢ao de medula dssea cultivada ou fresca diretamente ou em combinagdo com
esponjas de gelatina, matriz o0ssea desmineralizada, proteina morfogenética 6ssea ou
implantes ceramicos (SLATER, 2007).

O transplante da células-tronco dependendo do doador das células progenitoras
pode ser classificado em:

» Alogénico: quando as células progenitoras sdo provenientes de um doador
geneticamente distinto, mas da mesma espécie do receptor. Este tipo de
transplante apresenta complicagdes relacionadas as reagdes imunologicas entre
receptor e doador, desde a rejeigdo até a doenga do enxerto-contra-hospedeiro.

» Autdlogo: quando as células progenitoras utilizadas sdo do proprio paciente.
Este tipo de transplante tem menos risco que o alogénico, por ndo existir
nenhum tipo de reagdio imunoldgica entre receptor e doador (AZEVEDO;

RIBEIRO, 2000).

2.7 Células tronco

As células-tronco (CT) sio indiferenciadas, ndo-especializadas, podem gerar
diferentes tipos de tecido no organismo e sdo capazes de auto-replicagdo, permitindo
gerar copias idénticas de si mesmas (WAGERS; WEISSMAN, 2004).

Em 1999, um grupo de cientistas suecos demonstrou que células-tronco neurais
de camundongos adultos tém um potencial generalizado de diferenciag@o, podendo
formar qualquer tipo celular, de misculo cardiaco a estomago, intestino, figado e rim,
quando injetadas em embrides de galinha e de camundongos. A partir destes
experimentos, consolidou-se a ideia de que células-tronco de organismos adultos retém

a capacidade proliferativa e de diferenciagdo em qualquer tipo celular do organismo,
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independente de seu tecido de origem. desde que cultivadas sob condigdes adequadas
(SANTOS et al., 2004).

2.7.1 Origem das células-tronco

Durante a formagdo do animal, logo na formagdo embrionaria, a célula passa por
uma evolugdo para que sejam entdo formados os drgdos e tecidos. O primeiro estagio de
desenvolvimento é conhecido como morula, que logo apos se transforma em blastula e
em seguida em gastrula. Nesse processo, as células passam por grandes rearranjos em
que se define o plano corporal futuro. As células que dardo origem aos musculos e
orgdos internos migram para o interior do embrido, enquanto que as que originardo pele
e sistema nervoso ficam na superficie (AMABIS; MARTHO, 2008).

O embrido, até a fase de morula, é composto de células totipotentes, isto é, cada
uma pode gerar um novo embrido. A partir de blastocistos, as células-tronco
embrionarias ndo geram novo embrido, mas formam qualquer tipo de tecido, isto €, sdo
pluripotentes. Considerando essa fase de desenvolvimento embrionario e a fase do
individuo ja formado, podemos classificar as CT em: células-tronco embrionarias e
células-tronco adultas (LUNA, 2007).

As CT possuem morfologia fibroblastoide, com alta capacidade para replicacdo
e, apos estimulo apropriado, podem diferenciar-se em vdrios tipos de células

(CARDOSO et al., 2003).
2.7.2 Tipos de células tronco

S#o trés as categorias de células-tronco. Sdo consideradas células totipotentes ou
embrionarias aquelas com potencial de completa diferenciagio, enquanto que as
pluripotentes ou multipotentes possuem capacidade de diferenciagdo parcial. As células
que ndo se diferenciam exceto no tecido de origem, sdo denominadas unipotentes. Além
de apresentar a multi-funcionalidade de se transformar em diversos tipos celulares, as
células-tronco podem ser obtidas de varios locais como: embrides, sangue de corddo
umbilical, medula dssea, células mesenquimais, células de tecidos e orgdos, células do
sangue periférico e células hematopoiéticas (OLIVEIRA et al., 2006).

As células-tronco totipotentes podem originar tanto um organismo totalmente

funcional, como qualquer tipo celular do corpo, inclusive todo o sistema nervoso central
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e periférico (GAGE, 2000). Correspondem as células do embrido recém-formado e tém
potencial para originar até¢ mesmo as células do folheto extraembrionario que formardo
a placenta. Entretanto, estas células sdo efémeras e desaparecem poucos dias apds a
fertilizagdo (ROBEY, 2000). As pluripotentes (Figura 6) sdo células capazes de originar
qualquer tipo de tecido sem, no entanto, originar um organismo completo. visto que nio
podem gerar a placenta e outros tecidos de apoio ao feto. Formam a massa celular
interna do blastocisto depois dos quatro dias de vida e participam da formagio de todos
os tecidos do organismo (ROBEY, 2000). Estas células tém sido utilizadas na criacio de
animais transgénicos ¢ possuem uma grande variedade de aplicagdes clinicas e
comerciais. Apesar de existirem em menor numero, as células-tronco pluripotentes estdo
presentes também em individuos adultos. Se oriundas da medula 6ssea, por exemplo,
podem originar células de sangue, ossos, cartilagem, musculos, pele e tecido conjuntivo

(GAGE, 2000).

Células Pluripotentes
(Células de blastocisto de 5-14 dias)

Embrido d& 8 ciag 2

Pluripotentes

muscule

Figura 6 — Células pluripotentes derivada do blastocisto e alguns
dos tecidos que podem ser originados. Fonte: Ferreira
(2008)

As células onipotentes sdo denominadas células-tronco adultas, e residem em
tecidos ja diferenciados. O organismo possui uma pequena quantidade de células-tronco
em varios tecidos e 6rgios, onde ficam latentes até serem ativadas por uma enfermidade
ou um ferimento. Ao contrario das embrionarias elas nio se revelaram aptas a se
transformar em todos os tipos de células e talvez se tornem apenas nos mesmos tipos de

células dos tecidos de onde se originaram. Entretanto, com o avango das pesquisas, a
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existéncia desta categoria de células-tronco tem sido cada vez mais questionada, visto
que células antes consideradas multipotentes, a exemplo das células-tronco neurais. tém
se revelado pluripotentes (CLARKE et al., 2000).

As células-tronco adultas foram encontradas no cérebro, cornea, retina, coragio,
gordura, pele, polpa dentaria, medula dssea, musculos esqueléticos, intestinos, vasos
sanguineos ¢ no sangue. Podem entdo ser: CT hematopoiéticas, que sdo células
presentes na circulagdo periférica, indiferenciadas com carater pluripotente e grande
capacidade de auto-renovagdo; CT neurais, onde cientistas comprovaram a capacidade
de neurogénese em diferentes regides cerebrais, mesmo o individuo adulto, e nessas
regides encontram-se CT multipotentes; CT do tecido muscular, que apresentam
caracteristicas de multipotencialidade e auto-renovacgdo, exercendo também importante
fungdo no desenvolvimento muscular pos-natal, essas células sdo capazes de
diferenciar-se em osteoblastos in-vitro; e por fim, as CT epiteliais, onde na epiderme,
existe uma subpopulagdo de células basais que apresentam propriedades de célula-
tronco somatica, estas células estariam localizadas em estruturas chamadas “unidades
proliferativas™, compostas por algumas células-tronco encarregadas de suprir o
compartimento de células diferenciadas (SOUZA et al., 2003).

As células-tronco epidérmicas apresentam um alto nivel de plasticidade tecidual
e. quando transplantadas para um ambiente embrionario. podem ser reprogramadas e
originar todos os estratos germinativos, o que torna o tecido da pele uma fonte de facil
obtencdo de células-tronco (LIANG; BICKENBACH, 2002).

As células-tronco mesenquimais sdo células estromais ndo hematopoiéticas, que
possuem capacidade de diferenciag@o, sendo capazes de diferenciarem-se em diversos
tecidos, incluindo osso, cartilagem, tecido adiposo, tenddo e musculo (POUNTOS;
GIANNOUDIS, 2005), sdo pluripotentes, pois podem se proliferar indefinidamente in
vitro sem se diferenciar (SANTOS et al., 2004).

2.8 Coleta de células-tronco da medula ossea

Segundo OLSSON et al. (2009), o processo de coleta das células mononucleares
(CM) segue com o pré-operatério que consiste em jejum alimentar de 12horas e hidrico
de seis horas. Em seguida, efetua-se a medicagiio pré-anestésica para a sedagdo do
animal. Apés todos os procedimentos para manipulagdo asséptica, os animais

anestesiados e previamente tricotomizados sdo colocados em decubito e submetidos a
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colheita de sangue da medula dssea (MO). As amostras sdio obtidas por pungio
rotacional e aspiragdo com o auxilio de agulha anatémica do tipo Steis (15G X 3™) e
podem ser retiradas do tubérculo lateral do imero. da regido subtrocantérica ou condilo
medial de fémur, da porgdo proximomedial da tibia e da por¢do craniodorsal da espinha
iliaca (Figura 7). A quantidade média de medula a ser coletada é de 10ml/kg. As
amostras sdo colhidas com auxilio de seringas de 10ml previamente heparinizadas com
liquemine (heparina 10.000UI). Para penetrar no espago medular dos ossos. deve ser
aplicada uma pressdo manual moderada a agulha, girado-a e alternando 0os movimentos
para direita e esquerda. A MO colhida ¢ transferida para uma bolsa de colheita de
MO (Bone Marrow Collection Kit), contendo 0,1ml de liquemine (heparina 10.000UI) e
10ml solugdo salina a 0,9% para cada 100ml de MO (Figura 8). Apds o término da
colheita, o total de sangue intramedular passa por um pré-filtro de 850 micron, seguido
de dois filtros, um de 500 micra e o segundo de 200 micra, acoplados em linha, para
filtragem das espiculas 6sseas. O total de amostra sanguinea retirada é automaticamente

transferido para uma bolsa de infusdo propria de MO, também acoplada no mesmo kit.

Figura 7 - Colheita de medula 6ssea de um cdo, com acesso pela fossa trocan-
térica (A) e pela asa do ileo (B) através de pressdo negativa em
seringa previamente heparinizada. Fonte: Oliveira (2008)
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Figura 8 - Apresentagdo da medula 6ssea sendo colhida para a bolsa coletora
(A) e filtragem da mesma através de filtros de 200pn (B) contidos no kit
bone marrow. Fonte: Oliveira (2008)

A MO colhida ¢ centrifugada a 1600 rotagdes por minuto (rpm) (forga centripeta
de 440g) em tubos Falcon de 50ml e isolada em gradiente de densidade Histopaque
1.077g/ml (1:1), de acordo com a técnica de Boyum, mantendo-a a uma temperatura
entre 18-26°C. O halo contendo as CM, formado depois da centrifugacio, € colhido
entre as interfaces lavadas e centrifugadas (5 minutos/440g) trés vezes em meio
contendo solucdo salina a 0,9%. Dulbeco’s Modified Eagle's Medium (DMEM) e soro
sanguineo autélogo estéril, com intuito de remover os agregados celulares, obtendo
como produto final o botdo celular padronizado em 1000ul (Figura 9) (OLSSON et al.,
2008).

Figura 9 — (A) Nuvem de células mononucleares (seta), isolada em
gradiente de densidade, apos centrifugacdo do sangue de
medula éssea. (B) Botdo celular, contendo células mononuclea-
res, obtido apés centrifugagdo. Fonte: Oliveira (2008)
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Uma pequena fragdo de CM € colhida (Figura 10) para contagem manual da
porcentagem e quantificagdo de CM e teste de viabilidade celular por método de
exclusdo com corante azul de Tripanem lamina de Neubauer, sendo considerada

aceitavel uma viabilidade acima de 90% (OLSSON et al., 2008).

Figura 10 - Colheita de uma aliquota de 3ml de medula 6ssea da bolsa
de infusdo, usada para contagem da porcentagem de células
nucleadas e teste de viabilidade celular. Fonte: Oliveira
(2008)

2.9 Células tronco em osteoblastos, osteoclastos e ostedcitos

A osteoinducio é a diferenciagdo de células mesenquimais indiferenciadas,
também chamadas de células-tronco, em células osteogénicas, apds contato com a
matriz 6ssea (MARTINEZ:; WALKER, 1999).

Para que haja a transformagdo da CT em outra célula, a mesma necessita receber
um comando de uma célula vizinha. Quando os mecanismos de vigilancia detectam uma
sub-representagio de um tipo celular especifico, as células-tronco proximas sio
induzidas a sofrerem mitose. As mitoses de células-tronco sdo assimétricas, dando
origem a duas células filhas de tamanhos diferentes. A maior serd similar a sua parental,
uma célula-tronco, e a menor ira se diferenciar em um tipo especializado de célula que

ficou subpopulada no tecido. Como a divisdo de uma CT sempre produz outra CT,
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existe essencialmente um suprimento ilimitado de células de reposi¢do para o reparo

tissular (GRIFFITHS et al.. 2006).

2.10 Implantacio da célula tronco no local da fratura

As células indiferenciadas caracterizam-se por baixa taxa de crescimento.
capacidade de auto-renovagdo e potencial para diferenciarem-se em vérias linhagens
celulares. Na reparagdo 6ssea, elas desempenham papel importante na osteogénese ou
fagocitose, dependendo das condigdes do meio (BURWELL, 1985).

Para a implantagdo das células tronco, devemos levar em consideragdo o tipo de
transplante que sera feito. Segundo Oliveira (2008). o defeito 6sseo pode ser
preenchido com esponjas de colageno (Figura 11) embebidas com o botdo celular de

células-tronco mononucleares.

Figura 11 - Esponja de colageno sendo embebida com o botdo celular de células-tronco
mononucleares. Fonte: Oliveira (2008)

A medula 6ssea nio ¢ capaz de preencher grandes defeitos, devendo, nessas
situacdes, estar associada a enxertos ou substitutos 6sseos (CONNOLLY et al., 1989).
Os enxertos auxiliam na incorporagdo de tecido dsseo em uma regido fraturada por meio
de quatro mecanismos: suporte mecénico, osteocondugéo, osteogénese e osteoindugdo,
dependendo do tipo de enxerto utilizado (MARTINEZ; WALKER, 1999).

Segundo Marzarola e Pastori (2006), esses mecanismos sdo definidos como:
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Osteogénese: formagdo e o desenvolvimento de tecido 6sseo. Um enxerto
ostetogénico € derivado de uma parte de tecido envolvido no crescimento e reparo
0sseo.

Osteoinducio: ato ou processo de estimular a osteogénese. A osteoindugio é
ativa e representa a habilidade do enxerto em estimular a produgdo dssea pelo tecido
receptor.

Osteocondug¢do: ocorre quando uma matriz fisica serve de arcabougo para
formagdo de um novo osso. A osteoconducdo € passiva, sendo representada pela
habilidade do enxerto em permitir a invasdo vascular e celular proveniente da érea
receptora.

A medula 6ssea pode ser usada como efetivo enxerto Osseo por si s0 e em
combinagdo com outros materiais, sendo capaz de conferir/ampliar a propriedade
osteogénica aos enxertos. No processo de reparagido 6ssea, a medula pode desempenhar
o papel de osteogénese ou fagocitose, dependendo das condigdes do meio. A
osteogenicidade da medula 6ssea deve-se as células osteoprogenitoras do estroma, que
contém dois tipos celulares: as células precursoras Osseas determinadas e as células
precursoras Osseas indutiveis, que na presen¢a de fator indutivel local expressam
atividade osteogénica, por exemplo em fraturas e enxertos ¢sseos (DEL CARLO et al.,

2004) (Figura 12).

Iwﬁmj <——= | Enxerto sse0 |

Propriedades Tipo de osso
. Osteoindugio Cortical
Osteocondugdo Esponjoso
' = Osteogénese Conticoesponjoso
v

Relagéo doador/receptor

Auto-enxerto
Aloenxerto
Xenoenxero
Isoenxerto

Figura 12 — Relag¢@o entre a medula ossea autogena,
enxertos 0sseos € a reparagdo Ossea. Fonte:
Del Carlo et al. (2004)
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3. CONSIDERACOES FINAIS

As células-tronco vém sendo alvo de muito estudo dentro da medicina. Suas
multiplas formas de uso na terapéutica. seus diferentes locais de extra¢@o e suas varias
formas de transformagdo as tornam algo promissor e com grande potencial dentro dos
diversos tipos de tratamento.

Tendo em vista o seu desempenho na atuacio do processo cicatricial, reduzindo
consideravelmente o tempo que este processo dura ¢ levando em conta que se trata de
um enxerto autdlogo, que ndo provocara risco de rejeigdo, o uso das células-tronco
nesses procedimentos traz beneficios ao animal, uma vez que o mesmo tem sua
recupera¢do mais rapida, evitando possiveis complicagoes devido ao longo tempo de

imobilizagdo, o custo ¢ reduzido e os efeitos adversos sdo minimos.
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