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RESUMO

DE AZEVEDO, Gustavo Borges Laurindo. Avaliacdo do potencial osteogénico de células
estromais da medula dssea de pacientes com escoliose. Rio de Janeiro, 2017. Dissertacdo de
Mestrado (Mestrado em Ciéncias Aplicadas ao Sistema Musculoesquelético) — Instituto
Nacional de Traumatologia e Ortopedia Jamil Haddad, Ministério da Saude, 2017.

Apesar de descrita ha muitos anos em pacientes com escoliose idiopatica do adolescente (EIA),
arelagdo entre osteopenia e escoliose ainda é pouco compreendida. Mais recentemente, reducéo
da densidade mineral 6ssea também foi relatada em associa¢éo com a escoliose congénita (EC).
Estudos in vitro demonstraram que células estromais da medula 6ssea (BMSC) de pacientes
com EIA apresentam diminui¢do na capacidade de diferencia¢do osteogénica e essa pode ser
uma das razdes pelas quais esses pacientes desenvolvem osteopenia e osteoporose. Apesar do
relato da diminuicdo da massa 6ssea em pacientes com escoliose congénita (EC), ndo existem
dados na literatura sobre a capacidade de diferenciacdo de BMSC desses pacientes. Assim, 0
objetivo deste estudo foi avaliar o potencial de formacao 6ssea das BMSC de pacientes com
EIA e EC, analisar sua frequéncia na medula 6ssea, sua capacidade proliferativa e o potencial
de diferenciacdo in vitro e in vivo. BMSC foram isoladas de amostras 0sseas de pacientes com
EC e EIA, coletadas durante a cirurgia para corre¢do da curvatura da coluna vertebral, e de
individuos sem escoliose submetidos ao tratamento cirdrgico de fraturas esqueléticas. O teste
de eficiéncia de formacdo de colonias mostrou frequéncia reduzida de BMSC isoladas de
pacientes com EIA e também maior tempo de duplicacdo celular em relacdo as BMSC de
pacientes com EC e controles sem escoliose. A avaliacdo dos marcadores de superficie CD34,
CD45, CD73, CD90 e CD146 por citometria de fluxo demonstrou perfil fenotipico similar entre
as BMSC dos trés grupos (EC, EIA e controle). Quanto ao potencial de diferenciacgdo in vitro,
BMSC dos trés grupos foram capazes de originar células das linhagens osteogénica,
adipogénica e condrogénica. Os ensaios funcionais para avaliar o potencial de formacdo de
tecido 0sseo in vivo mostraram que as BMSC de EIA e as BMSC do grupo controle
reproduziram a microarquitetura do tecido ésseo, recapitulando o microambiente da medula
6ssea. Embora os mecanismos celulares e moleculares que contribuem para a perda de massa
6ssea na EIA e EC ainda ndo estejam totalmente definidos, nossos resultados favorecem a
hip6tese de que deficiéncias quantitativas e qualitativas da populacdo de BMSC possam estar
implicadas, respectivamente, com a patogenia da EIA e da EC.

Palavras-chave: Escoliose, osteopenia, células estromais da medula Ossea, diferenciacdo
celular, osteogénese.
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ABSTRACT

DE AZEVEDO, Gustavo Borges Laurindo. Evaluation of the osteogenic potential of bone
marrow stromal cells isolated from scoliotic patients. Rio de Janeiro, 2017. Master Thesis
(Master’s Degree in Applied Sciences to the Musculoskeletal System) — National Institute of
Traumatology e Orthopedics, Ministry of Health, 2017.

Although reported for many years in patients with adolescent idiopathic scoliosis (AIS), the
relationship between osteopenia e scoliosis is still poorly understood. Recently, decreased bone
mineral density has also been described in congenital scoliosis (CS) patients. In vitro studies
have shown that bone marrow stromal cells (BMSC) isolated from patients with EIA present
reduced osteogenic differentiation capacity, which may be related to osteopenia. Despite reports
of decreased bone mass in patients with congenital scoliosis (CS), there are no data in the
literature on the differentiation potential of BMSC of those patients. Thus, the aim of this study
was to evaluate the bone forming potential of BMSC of patients with AIS e CS, to analyze their
frequency in the bone marrow, its proliferative capacity e the potential for differentiation in
vitro e in vivo. BMSC were isolated from EC e EIA bone samples harvested during surgery for
spine curvature correction, e from individuals without scoliosis submitted surgical treatment of
skeletal trauma. Colony forming efficiency assay showed reduced frequency of BMSC isolated
from patients with EIA e also a longer time of cell duplication compared to BMSC of patients
with CS e control without scoliosis. The evaluation of the surface markers CD34, CD45, CD73,
CD90, e CD146 by flow cytometry demonstrated similar phenotypic profile for BMSC from
the three groups (EC, EIA e control). In relation to the potential to differentiate in vitro, BMSC
from the three groups differentiated into osteogenic, chondrogenic e adipogenic lineages.
Functional assays to evaluate the potential for bone tissue formation in vivo showed that BMSC
from AIS e BMSC from control group reproduced the microarchitecture of bone tissue,
recapitulating the microenvironment of the bone marrow. Although the cellular e molecular
mechanisms contributing to bone mass loss in AIS e CS have not yet been fully established,
our results favor the hypothesis that quantitative e qualitative impairment of BMSC population
may be, respectively, implicated in the pathogenesis of osteopenia associated with AIS e CS.

Keywords: scoliosis, osteopenia, bone marrow stromal cells, cell differentiation, osteogenesis.
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1. INTRODUCAO

1.1 Escoliose

A coluna vertebral é constituida por 33 vértebras que unem o crénio, 0s membros e a
pelve. Suas principais fungdes consistem em proteger a medula espinhal, dar suporte ao tronco
e integrar as cinturas escapular e pélvica. A coluna vertebral possui curvaturas fisiolégicas no
plano sagital (lateral) — lordose cervical, cifose toracica, lordose lombar e cifose sacral e €
responsavel pela sustentacdo e transmissdo de cargas durante a realizacdo de todas as
atividades. Por outro lado, no plano coronal (frontal), a coluna vertebral ndo apresenta

curvaturas em condi¢8es normais (Figura 1) (ROUSSOULY; NNADI, 2010).

Curvatura
cervical

Vértebras
cervicais

Vértebras
tordcicas

oY Curvatura
, . toracica
n p

Vértebras
lombares

Sacrum (S1-5)
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.-

Curvatura
sacral

me\'\—@" /

Figura 1. Alinhamento normal da coluna vertebral nos planos frontal e sagital. Adaptado de The
Netter Collection of Medical Illustrations, 2006, painel 153.



A palavra escoliose, derivada do grego skolios (curva), é utilizada para definir o desvio
lateral da coluna no plano frontal. Trata-se de uma deformidade tridimensional, em que ocorrem
alteracdes da anatomia da coluna nos planos coronal, sagital e axial. Tecnicamente, a escoliose
é definida pela presenca de curvaturas da coluna vertebral com angulagédo superior a 10 graus,
analisadas em radiografia anteroposterior da coluna vertebral. Essa aferi¢do é tradicionalmente
realizada através do método de Cobb, que consiste na medicdo do angulo formado por linhas
perpendiculares as placas terminais da primeira e da ultima vértebra da curva (Figura 2)

(COBB, 1948).

58°

-
-
(J

L]

Figura 2. Método de Cobb utilizado para a mensuracéo das curvaturas da coluna vertebral na
escoliose. (A) Desenho esquematico demonstrando as linhas que formam o angulo de Cobb. A partir
das placas superior da primeira e inferior da Ultima vértebra compreendidas na curva, tracam-se linhas
perpendiculares. O angulo formado pela intersecdo dessas linhas ¢ denominado angulo de Cobb. (B)
Radiografia panoramica da coluna vertebral em incidéncia anteroposterior com a marcacao do angulo
de Cobb. Arquivo pessoal do autor.



A escoliose leva a deformidade do tronco e alteragdes na postura, que inicialmente
podem ser sutis e passar despercebidas pelo paciente. As principais caracteristicas clinicas
observadas nos pacientes com escoliose sdo a diferenca na altura dos ombros, a assimetria da
linha da cintura, a inclinacéo do tronco para um dos lados e as gibosidades nas regides toracica
e lombar (Figura 3). Em casos graves, registram-se altera¢cdes da funcédo pulmonar, ocasionadas
por mudancas anatémicas do torax, que limitam o seu volume e expansibilidade (WEINSTEIN,

1999; GOLDBERG et al., 2002; ASHER; BURTON, 2006).

Figura 3. Aspecto clinico da deformidade da coluna vertebral em paciente com escoliose
idiopatica. (A) Visdo posterior demonstrando desvio lateral do tronco. (B) Flexdo anterior do tronco
evidenciando gibosidade na regido toracica. Arquivo pessoal do autor.

Em mais de 80% dos casos, a escoliose ndo possui uma causa definida e, por isso, é
denominada idiopatica. A escoliose idiopatica desenvolve-se sem alteracdes prévias da coluna
vertebral e sem que sejam detectadas deformidades morfologicas nas vertebras que expliquem
a curvatura da coluna (WINTER et al., 1995).

Entre as causas definidas de escoliose, destacam-se as malformacdes vertebrais
(escoliose congénita), doencas neuromusculares e sindromes genéticas (CHOUDHRY;

AHMAD; VERMA, 2016). A escoliose neuromuscular é causada por doencas neuroldgicas e
3



musculares que afetam o controle da musculatura do tronco, causando o encurvamento da
coluna principalmente pela diferenca de ténus e da contracdo da musculatura de um lado em
relacdo ao outro (ALLAM; SCHWABE, 2013). As escolioses sindrémicas ocorrem como parte
de doencas genéticas com acometimento sistémico (LEVY et al., 2015). E, por fim, a escoliose
congénita (EC) é causada por malformacdes nos corpos vertebrais que levam a sua assimetria
e ao desequilibrio do crescimento longitudinal da coluna vertebral. A escoliose ndo resulta de
alteraces posturais por transportar objetos pesados ou pela pratica inadequada de exercicios

fisicos (HAWES et al., 2006).

1.1.1 Escoliose Congénita

A EC ocorre em cerca de um em cada 1.000 individuos nascidos vivos, e € a doenca
congeénita vertebral mais comum, seguida da cifose e da lordose congénitas (ARLET, ODENT,
AEBI, 2003; HEDEQUIST, EMANS, 2007). As malformacdes vertebrais encontradas na EC
sdo originadas durante o desenvolvimento embrionario, periodo de formacéo dos precursores
vertebrais (TIKOO et al., 2017). Por ocorrer em um periodo precoce da formacdo do embrido,
as alteracOes da coluna vertebral podem ser encontradas em associacdo com malformacao de
outros sistemas, como cardiaco, urindrio e neurolégico (HENSINGER, 2009). Logo, o
diagnostico da EC deve ser complementado pela avaliagdo do eixo neural por ressonancia
magnética para a pesquisa de medula ancorada, disrafismos espinhais e diastematomielia, alem
do rastreamento de defeitos cardiacos e urinarios (TIKOO et al., 2017).

Os defeitos vertebrais que causam a EC podem ser classificados em falhas de formacao,
de segmentacédo ou em defeitos mistos (combinacdo de falhas de segmentacdo e de formagéo)
(MCMASTER; SINGH, 1999) (Figura 4). As falhas de formac&o podem dar origem a vértebra
em cunha, com assimetria de altura do corpo vertebral e/ou a hemivértebra, caracterizada pela

auséncia de um pediculo e de uma regido do corpo vertebral (Figura 4A). As falhas de



segmentacdo levam a fusdo de vértebras, que podem ser bilaterais e simétricas, resultando em
uma vértebra em bloco, ou unilaterais, formando barras dsseas entre as vértebras (Figura 4B).
A progressdo da curvatura é causada pelo desequilibrio do crescimento de um lado da coluna

em relacdo ao outro (WINTER et al., 1995).

Defeitos de Formacgao Defeitos de Segmentacao
Totaimente 2eml- Encarcerada biao un?laa:r:ral BaI:ra gnflatt:)ra . Vértbeibra o
segmentada segmentada segmentada 2 hemivertebras 9e0

=)=
&
5 5

A

<R
~ ~ ) ™
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Figura 4. llustracdo dos tipos de defeitos vertebrais da escoliose congénita. (A) Defeitos de
formacédo originando diferentes tipos de hemivértebras: totalmente segmentada, semi-segmentada,
encarcerada e ndo-segmentada, respectivamente. (B) Defeitos de segmentagdo com formacéo de barra
6ssea unilateral, barra 6ssea associada a hemivértebra contralateral e vértebra em bloco respectivamente.
Adaptado de FU; SMITH; SHAFFREY, 2012.

Embora as alteragdes estruturais que desencadeiam o desenvolvimento da EC sejam
bem conhecidas, as suas causas ainda néo estéo totalmente esclarecidas (HENSINGER, 2009).
Acredita-se que as malformac6es vertebrais sejam resultado da interacéo entre fatores genéticos
e ambientais (SPARROW et al., 2012). A hipoxia durante o desenvolvimento embrionéario
precoce (INGALLS; CURLEY, 1957; LODER et al., 2000), a exposi¢do materna a substancias
quimicas como o agente anticonvulsivante acido valproico (BANTZ, 1984; MENEGOLA et
al., 1999; MASSA et al., 2005) ao solvente industrial &cido borico (WERY et al., 2003),

tabagismo (ALEXANDER; CHAU; TUAN, 2007) e consumo de bebidas alcodlicas



(TREDWELL et al., 1982) sdo fatores associados ao desenvolvimento de malformacoes
vertebrais e da EC (SPARROW et al., 2012).

Mutacdes em genes que codificam reguladores do desenvolvimento dos precursores
vertebrais também séo atribuidas a génese da EC. Muta¢des nos genes DLL1 e NOTCH1, da
familia Notch, podem estar presentes em deformidades vertebrais congénitas (BAJARD;
OATES, 2012). A expressdo de genes da familia HOMEOBOX ou HOX (COPLEY;
DORMANS, 1998) que codificam proteinas regulatérias transcricionais que orquestram o
processo de diferenciacdo e segmentacao somitogénica ao longo do eixo craniocaudal, também

ja foi descrita como alterada na EC (MALLO; WELLIK; DESCHAMPS, 2010).

1.1.2 Escoliose idiopatica do adolescente

A escoliose idiopatica pode ser classificada de acordo com a idade em que se
desenvolve. Até os trés anos de idade, é denominada escoliose idiopatica infantil; dos trés aos
10 anos de idade é chamada escoliose idiopatica juvenil; entre 10 e 18 anos, escoliose idiopatica
do adolescente (EIA) e acima de 18 anos de idade é designada de escoliose idiopéatica do adulto
(JAMES, 1954). A EIA é a causa mais comum de deformidades da coluna e acomete de 0,4 a
5,2% da populacdo (KONIECZNY; SENYURT; KRAUSPE, 2013). A EIA ¢é mais frequente
no sexo feminino e, em curvas da coluna vertebral acima de 30 graus, chega a ser 10 vezes mais
frequente em mulheres (WANG et al., 2012).

A EIA apresenta progressao gradual da curvatura da coluna vertebral no periodo que
antecede o pico de crescimento da puberdade. Com o aumento da velocidade de crescimento
do esqueleto, a curva se acentua e pode sofrer grandes acréscimos em sua magnitude
(LONSTEIN; CARLSON, 1984). Ao final do crescimento esquelético, a magnitude das curvas
da EIA tende a se estabilizar, podendo haver progressao lenta ao longo da vida adulta. Os fatores

associados a progressdo da EIA séo o sexo feminino, o baixo grau de maturidade esquelética,



curvas acima de 50 graus e a localizacdo do apice da curva na coluna toracica (ASCANI et al.,
1986; BUNNELL, 1986; PEHRSSON et al., 1991; SANDERS et al., 2008).

Diversas teorias acerca da etiopatogenia da EIA ja foram propostas, incluindo
alteracBes biomecanicas e do controle neuromuscular (VELDHUIZEN; WEVER; WEBB,
2000), assincronia de crescimento entre o sistema nervoso central e 0s 0ssos da coluna vertebral
(PORTER, 2001), crescimento assimétrico da coluna vertebral (VELDHUIZEN; WEVER;
WEBB, 2000), alteracdes na propriocep¢do (BARRACK et al., 1984; LOMBARDI et al., 2011)
e fatores hormonais, como ja demonstrado para a sinalizacdo de melatonina (MOREAU et al.,

2004) e na concentracao corporal de leptina (CLARK et al., 2014).

1.2 Tratamento da escoliose idiopatica e congénita

De maneira geral, o objetivo do tratamento das escolioses é impedir a progressao das
curvaturas e corrigir a deformidade, mantendo o equilibrio do tronco e o nivelamento dos
ombros. O tratamento das escolioses idiopatica e congénita tem particularidades que levam em
consideracao o estudo de sua historia natural e o conhecimento adquirido a partir da observacéao
da evolucdo das deformidades (DANIELSSON, 2013).

Os principais determinantes do tratamento da escoliose idiopatica sdo a magnitude da
curva e o grau de maturidade esquelética do paciente. Em pacientes esqueleticamente imaturos,
curvas de até 20 graus geralmente ndo necessitam de tratamento, enquanto o uso de coletes é
indicado para curvas entre 20 e 45 graus, podendo-se evitar a necessidade de tratamento
cirurgico (DOBBS, 2013). Contudo, em pacientes com curvas acima de 45 graus, 0 uso de
coletes ndo alcancga bons resultados e em geral € indicado o tratamento cirurgico (WEINSTEIN;
PONSETI, 1983).

Na EC, metade dos casos apresenta progressao rapida da curvatura da coluna vertebral

e necessita de tratamento cirdrgico, enquanto 25% das curvas progridem pouco e 0s 25%
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restantes se estabilizam (DEBNATH et al., 2010). O tratamento da EC ¢ baseado
principalmente no tipo de defeito vertebral, na magnitude da deformidade e na maturidade

esquelética do paciente (MCMASTER; OHTSUKA, 1982).

1.2.1 Tratamento conservador

O tratamento conservador € o mais frequentemente empregado na EIA (WEINSTEIN
et al., 2003). Durante muitos anos, 0 uso de coletes esteve em questionamento quanto a sua
capacidade de evitar a progressdo da escoliose (DANIELSSON et al., 2007). No entanto,
estudos recentes mostram que a eficacia do uso dos coletes é diretamente proporcional ao
numero de horas diérias da sua utilizacdo (DOBBS, 2013; SANDERS et al., 2014; NEGRINI
et al., 2015; KAROL et al., 2016). Os coletes proporcionam correcdo passiva da deformidade
com a aplicacdo de forcas externas que melhoram o alinhamento da coluna e também correcéo
ativa, pois a musculatura paravertebral desloca a coluna no sentido de se afastar dos pontos de

pressdo exercidos pelo colete (Figura 5) (DOBBS, 2013).



Figura 5. Tratamento conservador da escoliose com 0 uso de colete. O alinhamento correto da coluna
é conseguido com o uso de orteses. Adaptado de CHENG et al., 2015.

O tratamento conservador da EC é utilizado principalmente para o controle de curvas
compensatorias que se desenvolvem acima e abaixo das malformacdes vertebrais. O tratamento
dessas curvas com o0 uso de oOrteses pode impedir que se tornem rigidas e, por conseguinte, a
necessidade de cirurgia para o seu tratamento definitivo (FEKETE et al., 2016). Ainda que o
uso de coletes ndo evite a evolugdo das curvas principais da EC, nem todos os pacientes
apresentam curvas progressivas e respondem favoravelmente ao tratamento conservador com

0 uso de coletes (MCMASTER; OHTSUKA, 1982).



1.2.2 Tratamento cirurgico

O tratamento cirurgico da escoliose tem como objetivos principais impedir a
progressdo da deformidade e obter correcdo tridimensional da curvatura com equilibrio do
tronco, diminuindo as gibosidades e as assimetrias (BRIDWELL, 1999; KOTWICKI et al.,
2013). Para isso, é realizada a artrodese da coluna vertebral com o uso de implantes metalicos
fixados as vertebras envolvidas na deformidade. A artrodese € limitada ao menor numero de
vértebras possivel, a fim de preservar o movimento dos segmentos e restabelecer o equilibrio
coronal e sagital do tronco (Figura 6) (TROBISCH; SUESS; SCHWAB, 2010). A cirurgia para
o tratamento da escoliose idiopética esta indicada para 0s pacientes com curvas torcicas entre

45 e 50 graus e curvas lombares acima de 40 graus (WEINSTEIN; PONSET]I, 1983).

Figura 6. Tratamento cirargico da escoliose idiopatica. (A) Radiografia panoramica da coluna
vertebral pré-operatéria evidenciando as curvas na regido toracica e lombar. (B) Fotografia intra-
operatdria da coluna apés a correcdo da deformidade. (C) Radiografia panoramica da coluna vertebral
pos-operatoria mostrando o alinhamento obtido com a cirurgia. Arquivo pessoal do autor.
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O tratamento cirdrgico da EC é determinado principalmente pelo tipo e localizacdo do
defeito vertebral, pela idade do paciente e pela magnitude da deformidade. Os procedimentos
utilizados no tratamento cirdrgico da EC normalmente envolvem artrodese da coluna, resseccao
de hemivértebra, hemiepifisiodese da convexidade e métodos de correcdo sem artrodese, como
0 uso de hastes de crescimento. Muitas vezes esses pacientes tém curvas que progridem
rapidamente durante a infancia e a cirurgia precoce evita que a escoliose atinja magnitudes
elevadas (KASPIRIS et al., 2011). Por outro lado, a artrodese da coluna em criancas leva a
restricdo do crescimento da caixa toracica e a limitacdo do volume de expansdo pulmonar
(HELL; CAMPBELL; HEFTI, 2005). Nesse contexto, outras técnicas como hastes de
crescimento e tutores internos do crescimento da coluna sdo utilizadas para 0 manejo da
curvatura, buscam retardar a artrodese da coluna (THOMPSON; AKBARNIA; CAMPBELL,

2007).

1.3 Escoliose e Osteopenia

A osteopenia se refere a diminuicao da densidade mineral 6ssea (BMD, bone mineral
density) diagnosticada por densitometria. Valores do T-score, parametro que compara a BMD
do paciente com a média da BMD de adultos jovens, entre 1,5 e 2,5 desvios-padréo estabelecem
o diagndstico de osteopenia e valores abaixo de 2,5 desvios-padrdo estabelecem o diagnéstico
de osteoporose (Organizagdo Mundial de Saude).

A associacdo entre osteopenia e deformidades da coluna vertebral foi descrita pela
primeira vez por Burner e colaboradores em 1982, em avaliacdo de radiografias do quadril de
com EIA e cifose de Scheuerman (BURNER; BADGER; SHERMAN, 1982). Desde entéo,
diversos estudos confirmaram essa relacdo, e a diminuicdo da BMD foi demonstrada néo
somente na coluna vertebral mas também no esqueleto apendicular (BURNER; BADGER,;

SHERMAN, 1982; CHENG et al., 2001; LI et al., 2008; CHIRU, 2011; DEDE et al., 2011;
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LAM et al., 2011). A osteopenia ocorre em cerca de 30% dos pacientes com EIA e pode ser
encontrada mesmo em pacientes com curvas pequenas recém diagnosticadas (CHENG et al.,
2000). Além disso, a baixa BMD nesse grupo de pacientes pode ser correlacionado com o maior
risco de progressao da deformidade (YIP etal., 2016).

Os mecanismos que levam a osteopenia nos pacientes com escoliose ndo estdo
completamente elucidados e talvez sejam relacionados também a etiologia da EIA. Apesar de
diversos estudos terem demonstrado a prevaléncia de diminuicdo da BMD na escoliose
idiopética, poucos estudos sobre a qualidade Gssea em escolioses de outras etiologias sdo
encontrados na literatura. Em 2009, Zhu e colaboradores demonstraram pela primeira vez
reducdo na densidade e contetdo mineral ésseo de paciente com EC e EIA. Os autores
demonstraram diminuicdo da BMD através de densitometria 6ssea do fémur proximal e da
coluna lombar e também por analise microtomogréafica de amostras de tecido ésseo obtidas
durante a cirurgia para a corre¢do das deformidades (ZHU et al., 2009). Esse foi o primeiro
trabalho a demonstrar diminuicdo da BMD em pacientes com escoliose de outras etiologias que
ndo a idiopatica, e seus achados levantaram a hipGtese de que a osteopenia seja um fator em
comum nas escolioses de diferentes etiologias.

Embora a osteopenia resulte de diversos mecanismos celulares alterados, a diminui¢éo
da capacidade de diferenciacéo de células estromais derivadas de medula 6ssea em osteoblastos
e concomitante aumento da diferenciacdo adipogénica é um dos mecanismos ja descritos como

possivelmente relacionado com a patogenia da doenca (WANG et al, 2016).
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1.4 Modelos celulares

O estudo de doencas em nivel celular pode ser uma ferramenta importante para a
compreensdo da sua fisiopatologia. Células isoladas do paciente por carregar o material
genético podem recapitular in vitro alterac@es funcionais do tecido alvo. Para as doencas do
sistema musculoesquelético, as células estromais da medula dssea sdo um alvo informativo
quanto & sua capacidade de regeneracio e a manutencdo da homeostase tecidual (MARTIN et

al., 2016).

1.4.1 Células estromais derivadas da medula 6ssea

As células estromais da medula 6ssea (bone marrow stromal cells, BMSC) constituem
um grupo de células que se caracterizam pela capacidade de autorrenovacao, isto é, podem
multiplicar e manter seu estado indiferenciado, proporcionando reposi¢do ativa de sua
populacdo. As BMSC participam da formacédo 6ssea intramembranosa e endocondral (KULAR
et al., 2012; XIAO et al., 2016) e podem se diferenciar in vitro em osteoblastos, condrdcitos e
adipocitos (SPENCER; GIMBLE; LOPEZ, 2011). Além disso, sdo capazes de gerar 0SSO €
medula déssea quando transplantadas in vivo em sitios heterotdpicos, criando até mesmo o
compartimento estromal perivascular (BIANCO et al., 2010). Por essas propriedades, acredita-
se gque nessa populacao celular estejam contidos progenitores multipotentes para as linhagens
esqueléticas (cartilagem, osso, adipdcitos da medula 0ssea) e células estromais de sustentacéo
a hematopoiese (DOMINICI et al., 2006). As BMSC podem ser isoladas em cultura por
aderéncia ao plastico e caracterizadas pela expresséo de proteinas de superficie como CD105,
CD73 e CD90 e pela auséncia de expressdo de marcadores hematopoeticos e linféides como
CD34, CD45, CD14 e CD19 e de moléculas HLA. Elas representam menos de 0,01% da

populacédo de células mononucleares da medula éssea (DOMINICI et al., 2006).
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1.4.2 BMSC no remodelamento 6sseo

O osso é um tipo de tecido conjuntivo dinamico, formado e remodelado continuamente
durante a vida a fim de proporcionar seu crescimento, adaptacdo mecanica, renovacao tecidual
e homeostase mineral (SOMMERFELDT; RUBIN, 2001). O remodelamento 6sseo é um
processo altamente coordenado entre dois tipos celulares principais: os osteoclastos, originados
da linhagem hematopoética, que reabsorvem o tecido 6sseo danificado, e 0s osteoblastos,
oriundos das BMSC, que sintetizam osteoide a fim de remodelar e reconstituir a superficie
Gssea. Por esse processo, a homeostase mineral € regulada e 0 0sso € renovado (FROST, 2001;
PAPACHRONI et al., 2009). O controle acoplado da atividade desses dois tipos celulares é
regulado por horménios e moléculas sinalizadoras locais, e é de fundamental importancia para
a manutencdo da integridade do esqueleto durante a vida. O desequilibrio da atividade dessas
células leva ao desenvolvimento de doengas como a osteoporose e a osteopetrose (PHAN; XU;
ZHENG, 2004).

A diferenciacdo de BMSC em osteoblastos envolve a ativacao de fatores de transcricao
especificos (KATAGIRI; TAKAHASHI, 2002). Esse processo engloba trés fases de maturacéo
celular: preosteoblastos, osteoblastos e ostedcitos (PITTENGER et al.,, 1999). Diferentes
fatores de transcricdo como SOX9, MSX2, RUNX2 e OSTERIX regulam a diferenciacao
osteogénica, promovendo a proliferagdo e maturagdo dos osteoblastos. Fatores endocrinos e
paracrinos como paratorménio e BMP, além de fatores exdgenos como compressdo mecanica
e a acdo da gravidade, também atuam no sentido de induzir as BMSC a se diferenciarem na

linhagem osteogénica (Figura 7) (RUTKOVSKIY; STENSLOKKEN; VAAGE, 2016).
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Figura 7. llustracdo do perfil de expressdo génica durante a diferenciacdo das BMSC na linhagem
osteogénica. A diferenciacdo e a proliferacdo celular sdo reguladas por diferentes genes durante a
cascata de diferenciacdo das BMSC na linhagem osteobléastica. Adaptado de LUU et al., 2011.
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2. JUSTIFICATIVA E HIPOTESE

O Instituto Nacional de Traumatologia e Ortopedia Jamil Haddad (INTO) é um érgéo
da administracdo publica vinculado ao Ministério da Salude, e constitui centro de referéncia no
tratamento ortopédico de alta e média complexidade. Em 2016, o Centro de Atendimento
Especializado da Coluna realizou 485 cirurgias das quais 20% foram cirurgias para a corre¢éo
de deformidades. As deformidades progridem durante o periodo de espera, exigindo
procedimentos cirdrgicos maiores e mais complexos.

Assim, embora o tratamento da escoliose tenha como objetivo corrigir as deformidades
da coluna vertebral, a osteopenia ndo é levada em consideracdo como um fator importante a ser
incluido na abordagem inicial da doenca. Ainda, os mecanismos celulares responsaveis pelo
comprometimento da qualidade dssea nesses pacientes ainda estdo sob investigacdo. O estudo
das BMSC de pacientes com escoliose podera contribuir para a melhor compreensdo do seu
potencial de formacdo 6ssea e colaborar para 0 melhor entendimento da etiologia da EIA e EC.
Além disso, o entendimento dos mecanismos celulares envolvidos com o desenvolvimento da
osteopenia poderia trazer novas perspectivas terapéuticas para melhorar a qualidade Ossea

desses pacientes.

16



3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Principal

Caracterizar o potencial de diferenciacdo osteogénica de células estromais derivadas

da medula dssea de pacientes com escoliose congénita e escoliose idiopatica do adolescente.

3.2 Objetivo Especificos

1. Isolar BMSC de pacientes com EC, EIA e de individuos sem escoliose;

2. Avaliar a frequéncia na medula 6ssea e o potencial clonogénico de BMSC de pacientes

com EC, EIA e de controles saudaveis;

3. Caracterizar o perfil imunofenotipico de BMSC isoladas de pacientes com EC, EIA e

de controles saudaveis;

4. Analisar a potencial proliferativo das BMSC durante a expanséo celular in vitrode

pacientes com EC, EIA e de controles saudaveis;

5. Avaliar o potencial de diferenciacéo in vitro nas linhagens osteogénica, adipogénica e

condrogénica de BMSC de pacientes com EC, EIA e de controles saudaveis;

6. Avaliar o potencial osteogénico de BMSC através de ensaio in vivo de pacientes com

EC, EIA e de controles saudaveis.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Participantes da pesquisa

Foram selecionados para participar do estudo pacientes tratados no INTOno periodo
de Agosto de 2015 a Agosto de 2017, que concordaram com o Termo de Consentimento Livre
e Esclarecido (Anexo A) aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da instituicdo (Anexo B).
Foram convidados para participar do estudo:

1. Pacientes de ambos os sexos e com qualquer idade, com escoliose congénita ou
idiopatica, diagnosticados por exame clinico e radiografias simples da coluna vertebral
nas incidéncias anteroposterior e perfil e submetidos a tratamento cirtrgico no Centro
de Doencas da Coluna Vertebral do Instituto.

2. Pacientes com até 40 anos de idade com fraturas de 0ssos longos, bacia ou da coluna

vertebral.

Foram excluidos do estudo pacientes com neoplasias malignas e/ou em tratamento com
imunossupressores ou quimioterapicos, e pacientes com sorologia positiva para HIV, Hepatite
B ou C, histdria de doenga osteometabdlica e evidéncia de deformidade da coluna vetebral nos

pacientes sem diagndstico de EC/EIA.

4.2 Coleta dos fragmentos 0sseos

Os fragmentos 0sseos utilizados para o isolamento de BMSC foram coletados durante
0s procedimentos cirdrgicos para o tratamento de EC ou EIA (grupos escoliose) ou de fraturas
secundarias a traumas (grupo controle).

Nos pacientes com escoliose ou com lesdo traumatica na coluna vertebral, os

fragmentos 0sseos foram retirados dos processos transversos e espinhosos das vertebras do
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segmento da coluna a ser artrodesado. Nos pacientes do grupo controle as amostras de tecido
0sseo foram coletadas da regido posterior da crista iliaca durante abordagem posterior do
quadril para o tratamento cirurgico de fratura da pelve ou do foco de fratura de tibia durante

exposicao no tratamento cirurgico.

4.3 Isolamento e expansao de células estromais da medula dssea

Apos a coleta, os fragmentos 6sseos foram transportados em frascos estéreis para o
Centro de Tecnologia Celular do INTO. No fluxo laminar, os fragmentos 6sseos foram lavados
em solucgdo salina tamponada livre de célcio e magnésio (CMF) para dissociacdo da medula
6ssea. Apds a sedimentacdo das espiculas 6sseas, o sobrenadante foi recolhido e centrifugado
a 200g por 5 min. O pellet celular foi ressuspenso em meio de expansao celular contendo o-
MEM (a-Minimum Essential Medium, LGC Biotecnologia), suplementado com 20% de soro
fetal bovino (SFB; Gibco) e 1% de antibioticos (penicilina G sddica 100 U/ml e estreptomicina
100 pg/ml, Sigma-Aldrich).

Para contagem de células mononucleares, uma aliquota da suspensdo celular foi
homogeneizada com solucdo de acido acético a 2% (1:1, v:v) a fim de induzir a lise de
hemécias. Ap6s contagem em camara de Neubauer, 3,0 x 10° células mononucleares foram
plagueadas em garrafas de cultivo celular de 25 cm?, em triplicata, para a realizacdo do ensaio
de eficiéncia de formacéo de col6nias (CFE). Para expansdo celular, foram plaqueadas 4,0 x
10 células/cm?®. Apbs trés dias, as culturas foram lavadas com solugéo salina tamponada de
fosfato (PBS, Sigma-Aldrich) para remocdo das células ndo aderentescom troca do meio de
cultivo. Durante a expanséo celular nos 11 dias seguintes, 0 meio de cultivo foi trocado a cada
trés dias com as células foram mantidas em incubadoras com 5% CO, e a 37°C. Para a

realizacdo dos experimentos as células foram expandidas até no méximo a passagem quatro.
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4.4 Ensaio de eficiéncia de formacao de coldnias

Ap6s 14 dias do isolamento das BMSC, as unidades formadoras de col6nias
fibroblastoides (CFU-F) foram fixadas com paraformaldeido a 4% em PBS (Sigma-Aldrich)
por 15 minutos e coradas com solucdo aquosa de cristal violeta a 1% (Sigma-Aldrich). Apos
lavagem em &gua corrente e secagem a temperatura ambiente (T.A.), as colénias contendo mais
de 50 células foram quantificadas manualmente e tiveram seus diametros mensurados com
auxilio de régua milimetrada. O nimero de CFU-F foi normalizado pelo nimero de células

mononucleares plagueadas (2,0 x 10° células).

4.5 Analise do tempo de duplicacéo celular (population doubling time, PDT)

O tempo necessario para as duplicacdes celulares foi avaliado durante a fase de
expansao celular in vitro. Para o céalculo foram considerados o nimero de células plaqueadas,
0 namero de células obtidas ao final de cada passagem e o intervalo de tempo compreendido
em cada passagem. Foi utilizada solucgéo de azul de tripan (0,4% em PBS, Sigma-Aldrich) para
a exclusdo de células mortas nas contagens celulares. O tempo de um ciclo de duplicagdo celular
foi calculado através da formula: PDT = AT x log (2)/ (log Nf — log Ni), onde AT ¢ o intervalo
de tempo em dias, Nf € o nimero de células final e Ni € o nimero de células inicial. Para esses
calculos, foi utilizado o Doubling Time Software v1.0.10, BMSC em http://www.doubling-

time.com/compute.php (KIM et al., 2011; HAIL et al., 2012).

4.6 Imunofenotipagem por citometria de fluxo

Para realizacio da citometria de fluxo, foram utilizadas 8,0 x 10* células por tubo de
analise. As células foram incubadas com tampéo de (solugdo de PBS com 3% de SFB) por 30
min a 4°C. Apos centrifugacao a 200g por 5 min, os pellets celulares foram incubados com os

seguintes anticorpos: anti-CD90 Percp-Cy5.5, anti-CD73 APC (todos da BD Biosciences) e
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anti-CD146 PE (Clone SHM-57, Biolegend); anti-CD34 FITC (Dako) e anti-CD45 Percp-
Cy5.5 (clone D3/9, Immunostep). Apos incubacgéo por 30 min a 4°C, protegido da luz, as células
foram lavadas duas vezes e ressuspensas em tampdo para leitura no citémetro de fluxo BD
Accuri (BD Biosciences). A andlise foi realizada no software do BD Accuri C6. Foram

considerados para a analise pelo menos 20.000 eventos dentro da regido de interesse.

4.7 Ensaios de diferenciacdo in vitro
4.7.1 Diferenciacdo osteogénica

Um total de de 1,3 x 10* célulasicm? foram plaqueadas em placas de 24 pocos,
contendo 1 mL de a-MEM com 20% SFB e antibidticos por poco. Ap6s confluéncia até
formacdo de monocamada, as células foram incubadas em meio osteogénico composto de a-
MEM suplementado com 20% de SFB, 10 mM de B-glicerofosfato, 5 pg/ml de acido ascérbico
2-fosfato e 10° M de dexametasona (todos da Sigma-Aldrich). A troca de meio foi realizada a
cada 3 dias, e 0 ensaio foi conduzido até o 14° dia. Como controle experimental, células também
foram mantidas em meio de expansdo celular (a-MEM suplementado com 20% de SFB)
durante os 14 dias do ensaio. As células foram mantidas em incubadoras com 5% CO, a 37°C.
O ensaio de diferenciacdo foi realizado em triplicatas e a visualizacdo dos focos de
mineralizacdo foi realizada a coloracao pelo vermelho de alizarina.

Para deteccdo de matriz mineralizada as células foram lavadas com PBS e fixadas em
paraformaldeido 4% em PBS por 15 min a TA. Apds lavagem com agua destilada, as células
foram incubadas com vermelho de alizarina 40 mM (Sigma-Aldrich) por 30 minutos em
agitagdo branda. Por fim, as células foram lavadas 5 vezes com agua destilada. As células foram
inspecionadas em microscépio optico (TS100, Nikon) e as fotomicrografias foram adquiridas

com camera digital Nikon Digital Sight DS-U3 (Nikon).
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4.7.2 Diferenciacédo adipogénica

Um total de 1,3 x 10* células/cm? foram plaqueadas em placas de 24 pocos, contendo
1 mL de a-MEM com 20% SFB e antibidticos. Apds confluéncia total da monocamada, as
células foram incubadas em meio adipogénico composto de a-MEM suplementado com 20%
SFB, 0,5 mM de isobutilmetilxantina, 10° M de dexametasona, 200 mM de indometacina
(todos da Sigma-Aldrich) e 10 mM de insulina (Humulin®, Lilly) por 21 dias. A troca de meio
foi realizada a cada 3 dias. O ensaio de diferenciacdo foi realizado em triplicatas. As células
foram mantidas em incubadoras com 5% CO; a 37°C e o acumulo lipidico intracitoplasmético
foi avaliado pela coloracdo de Oil Red O. Apos fixacdo com paraformoldeido a 4% em PBS
(15 minutos, a TA), as células foram incubadas com propilenoglicol P.A. (Sigma-Aldrich) por
2 minutos e com solucdo de Oil Red O a 0,5% (em propilenoglicol, Sigma-Aldrich) por mais
20 minutos a TA. O excesso de corante foi removido em lavagem com solucdo de
propilenoglicol a 85%, seguida por trés lavagens em agua destilada. As fotomicrografias foram
adquiridas em microscépio 6ptico TS100 (Nikon), equipado com camera digital Nikon Digital

Sight DS-U3 (Nikon).

4.7.3 Diferenciacdo condrogénica

Para a inducdo da diferenciacdo condrogénica, 1,0 x 10° células foram ressuspensas
em 10 puL de a-MEM suplementado com 20% SFB e plaqueadas em placas de 96 pocos. Apos
30 minutos, o meio de cultivo foi trocado por meio condrogénico StemPro® (Gibco, Life
Tecnologies). As células foram mantidas em incubadora com 5% CO, a 37°C por 21 dias, sendo
0 meio trocado a cada trés dias. A deteccdo de proteoglicanos sulfatados foi realizada pela

coloracdo com azul de alcian.
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As esferas celulares formadas durante o processo de diferenciacdo condrogénica foram
lavadas com PBS e fixadas com paraformaldeido a 4% por 1 hora a T.A. Apds inclusdo em
parafina, foram obtidos cortes histoldégicos com 6 um de espessura. Em seguida, os cortes foram
corados por 30 minutos em solucdo de azul de alcian 1% (Santa Cruz Biotechnology) em éacido
acético 3% (pH 2,5). As fotomicrografias foram adquiridas em microscépio Optico Eclipse

E600 (Nikon), equipado com camera digital Nikon Digital Sight DS-U3 (Nikon).

4.8 Ensaio de diferenciagéo osteogénica in vivo

Um total de 1,0 x 10° células foram ressuspensas em 1 mL de a-MEM com 20% SFB,
misturadas a 30 mg de hidroxiapatita/tricalciofosfato em p6 (Osteoset® T, Wright Medical) e
incubadas por 12 horas em microtubo fechado em estufa a 5% CO, e a 37°C. Apos descartar o
sobrenadante, 15 pL de fibrinogénio humano (3,2 mg/mL em PBS) e 15 uL de trombina humana
(100 U/mL em solugéo 0,1% w/v de albumina bovina) (ambos da Sigma) foram adicionados ao
agregado de células. Aguardadas 3 horas para a polimerizacdo da fibrina, os agregados de
células e hidroxiapatita foram moldados em pequenas esferas e implantados no tecido
subcutaneo do dorso de camundongos imunodeficientes (C57BL/6.Cg-Foxnlnu/NTAcUnib)
com oito semanas de idade. A inducdo anestésica foi realizada em camara de indugéo com
concentragdo alveolar minima de isoflurano (BioChimico) de 5,0% e a manutengdo foi
realizada com 2,0% atraves de mascara facial acoplada a vaporizador universal (Insight Ltda,
Ribeirdo Preto, SP, Brasil). Durante a anestesia foram avaliados os parametros: reflexo podal
de retirada, tonus muscular, frequéncias cardiaca e respiratdria. Todos os procedimentos foram
realizados de acordo com as normas do Comité de Etica de Utilizacdo de Animais (CEUA) da
instituicdo, registrados sob o nimero 002/2014 (Anexo E). Apds 12 semanas, 0s animais foram
eutanasiados por anestesia profunda, os implantes foram coletados e fixados por 24 h em

solucdo de paraformoldeido a 4% em PBS e preparados para analise histoldgica.
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4.9 Analise histologica

Apos a fixacdo os implantes foram submetidos a descalcificacdo por trés dias em
solucdo de acido nitrico 10%. Em seguida, foram lavados em &gua corrente e desidratados em
gradiente crescente de &lcool (80%, 90%, 95% e 100%), clarificados em xilol e incluidos em
parafina. Os cortes histolégicos obtidos com 6 um de espessura foram desparafinizados em
xilol, hidratados em gradiente decrescente de alcool (100%, 95%, 70% e agua destilada) e
corados com hematoxilina e eosina (H&E). As fotomicrografias foram adquiridas em
microscopio optico Eclipse E600 (Nikon) equipado com camera digital Nikon Digital Sight

DS-U3 (Nikon).

4.10 Analise estatistica

Para a deteccao de outliers dentro de cada grupo experimental, foi realizado o teste de
Grubbs no software GrahPad disponibilizado online em
https://www.graphpad.com/quickcalcs/grubbs1/.

A distribuicdo da amostra foi analisada pelo teste de Shapiro-Wilk. Os valores
numéricos foram expressos como média + desvio padrdo (DP). Comparagdes entre 0s grupos
controle, EC e EIA foram realizadas por One-Way ANOVA seguido por pds-teste de
comparacdo multipla de Tukey. Foi adotado intervalo de confianca de 95% para consideracéo
de significancia estatistica. Todas as analises foram realizadas utilizando-se o software

GraphPad Prism 6.
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5. RESULTADOS

Foram coletadas amostras de 36 pacientes, distribuidos segundo o grupo experimental
a que pertenciam. O grupo escoliose congénita (EC) foi constituido por onze participantes (sete
do sexo feminino e quatro do sexo masculino), com idade média de 16,6 + 5,5 anos de idade.
A média do angulo de Cobb da maior curvatura da coluna foi de 64,5 + 20,04 graus. O grupo
escoliose idiopatica do adolescente (EIA) foi formado por 19 participantes (17 do sexo feminino
e dois do sexo masculino), com idade média de 21,0 + 3,2 anos de idade. A média do angulo
de Cobb da maior curvatura da coluna foi de 69,7 + 18,0 graus. Por fim, o grupo controle foi
composto por seis participantes (dois do sexo feminino e quatro do sexo masculino), com idade
média de 26,7+ 7,7 anos. Trés pacientes apresentavam fratura vertebral, dois, fratura da pelve

e um, fratura da tibia (Tabela 1).
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Tabela 1. Caracteristicas dos participantes da pesquisa

Tipo de
Grupo Idade Sitio da fratura malformacao

Angulo de

vertebral el

Controle

masculino 31 Fratura de Pelve
feminino 18 Fratura de Pelve -- --
masculino 23 Fratura de tibia -- --
feminino 31 Fratura de vértebra -- --
masculino 36 Fratura de vértebra -- --
masculino 17 Fratura de vértebra -- --
masculino 14 -- Hemivértebra L1 47
feminino 23 -- Hemivértebra T6 68
masculino 9 -- Hemivértebra L3 50
feminino 14 -- Hemivértebra L1 62
feminino 14 -- Hemivértebra T3 84
feminino 16 -- Hemi\{értebra T9+ 51
barra 6ssea
feminino 25 -- Hemivértebra T8 93
Barra 6ssea +
masculino 21 -- hemivértebras 97
toracicas
masculino 15 -- Hemivértebra L4 40
feminino 23 -- Hemivértebra L3 73
feminino 9 -- Hemivértebra T9 45
| Escoliose idiopaticadoacolescente |
feminino 21 -- -- 66
feminino 21 -- -- 64
feminino 19 -- -- 59
feminino 19 -- -- 67
feminino 24 -- -- 110
feminino 23 -- -- 60
feminino 27 - - 75
feminino 22 - - 63
feminino 15 - - 107
feminino 28 - -- 55
feminino 21 -- -- 66
masculino 22 -- -- 55
feminino 18 - - 63
feminino 17 -- -- 50
feminino 20 -- -- 62
feminino 22 -- -- 70
feminino 21 - -- 78
masculino 22 - -- 51
feminino 18 -- -- 103



5.2 Frequéncia das células estromais da medula 6ssea (BMSC)

Para a determinacdo da frequéncia de BMSC nos grupos controle, EC e EIA foi
realizada a contagem de unidades formadoras de coldnias fibroblastoides (CFU-F) ap6s o
isolamento celular (Figura 8A). A quantidade média de CFU-F foi de 48,7+ 33,3 no grupo
controle, 33,5+ 22,9 no grupo EC e 22,1+17,4 no grupo EIA, sendo encontrada diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos controle e EIA (p<0,05) (Figura 8B). O potencial
de clonogénico das BMSC foi avaliado pela mensuracao do didmetro das CFU-F. A média do
didmetro das CFU-F foi de 0,33+0,17 cm no grupo controle, 0,36+ 0,15 cm no grupo EC e
0,28+ 0,12 cm no grupo EIA, ndo havendo diferenca estatisticamente significativa entre os

grupos (Figura 8C, p=0,29).
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Figura 8. Ensaio de eficiéncia de unidades formadoras de coldnias fibroblastoides. (A) Aspecto
macroscopico das CFU-F coradas com cristal violeta, apds 14 dias em cultura. (B) Numero de CFU-F
por 2 x 10° células mononucleares plaqueadas por garrafa de 25 cm? (C) Diametro das CFU-F. Dados
representados como média = DP. * p <0,05.
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5.3 Caracterizacao da proliferacéo in vitro das BMSC

BMSC isoladas de EC, EIA e de pacientes do grupo controle demonstraram
morfologia celular fibroblastoide em cultura (Figura 9A). Para avaliar o potencial proliferativo
dessas células in vitro, foi calculado o tempo de duplicacéo celular (population doubling time,

PDT). O PDT das BMSC do grupo EIA (16,5 + 7,4 dias) foi significativamente maior em

comparacdo ao PDT das BMSC do grupo controle (4,9+ 2,6 dias) e do grupo EC (4,7+ 1,3 dias)

(p<0,05) (Figura 9B).
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Figura 9. Analise do tempo de duplicagdo das BMSC. (A) Fotomicrografia demonstrando a
morfologia fibroblastoide de BMSC do grupo controle na passagem 2. (B) Tempo de duplicacéo celular.
Dados representados como média + DP. Em A, barra de escala equivale a 100 um. * p <0,05.
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5.4 Perfil imunofenotipico das BMSC

Para caracterizar as células isoladas da medula éssea, investigamos o perfil de
marcadores de superficie nos diferentes grupos experimentais através de citometria de fluxo,
para a presenca das proteinas CD73, CD90, CD146 (caracteristicos de BMSC) alem de CD34
e CD45 (expressos por células hematopoiéticas). Nas células isoladas de pacientes do grupo
controle, as células expressando CD73, CD90 e CD146 foram 89,0 + 11,2%, 93,9 + 4,2% e
73,3 £ 17,1%, respectivamente, sendo que 70,5 + 23,0% das células expressavam os trés
marcadores simultaneamente. Das células obtidas de pacientes com EC, 89,2 + 6,4%
expressavam CD73, 90,9 £ 4,3% expressavam CD90, 68,5 £+ 10,9% expressavam CD146 e 69,6
+9,6% da populacdo celular expressavam CD73/CD90/CD146. As células do grupo EIA
expressavam CD73 em 93,3 + 12,4% de sua populacdo, CD90 em 94,6 + 8,8%, CD146 em 64,4
+ 22,6% e o0s trés marcadores simultaneamente em 61,3 + 20,8%. Em relacédo aos antigenos da
linhagem hematopoiética, foi observada a presenca do CD34 em 0,1 + 0,1% das células no
grupo controle, 0,05 + 0,05% no grupo EC e 0,28 + 0,28% no grupo EIA. CD45 foi detectado
em 10,4 + 2,8% no grupo controle, 2,7 + 1,8% no grupo EC e 7,4 + 10,9% no grupo EIA. A

frequéncia dos diferentes marcadores de superficie encontra-se resumida na Figura 10.
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Figura 10. Imunofenotipagem das BMSC. (A) Histogramas representativos demostrando a expressdo
(curvas em verde) das proteinas de superficie CD73, CD146, CD90, CD34 e CD45 em comparagao ao
controle negativo (curvas em cinza). (B) Graficos representativos dot plot demonstrando sele¢do da
populacdo duplo positiva para CD73/CD90 e, em sequéncia, da populacdo triplo positiva para
CD73/CD90/CD146. (C) Frequéncia dos marcadores CD73, CD90 e CD 146 nos grupos controle, EC
e escoliose idiopética. (D) Frequéncia dos marcadores CD34 e CD45 nos grupos controle, EC e escoliose
idiopatica. Barras representam médias+ DP. BMSC controle n=4; BMSC/EC n=5; BMSC/EIA n=9.
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5.5 Potencial de diferenciacéo in vitro das BMSC

Para a determinagcdo do potencial de diferenciacdo das BMSC dos trés grupos
experimentais, foram realizados ensaios de diferenciacdo in vitro para as seguintes linhagens
celulares: osteogénica, adipogénica e condrocitica.

A diferenciacdo adipogénica ocorreu nos trés grupos apos a coloracao pelo Oil Red O
evidenciada por goticulas de cor alaranjada indicando a presenca de lipidios no interior da
célula (Figura 11B). A diferenciacdo osteogénica foi evidenciada apds a coloragcdo com
vermelho de alizarina através da identificacdo de depdsitos de sais de célcio (Figura 11C).
Todas as BMSC (duas amostras do grupo controle, trés do grupo EC e uma do grupo EIA),
submetidas aos protocolos de diferenciacdo osteogénica e adipocitica demonstraram

capacidade de diferenciacdo em adipdcitos e osteoblastos.
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Controle Escol. congénita Escol. idiopatica

Diferenciagdao BMSC
adipogénica indiferenciada

Diferenciagao
osteogénica

Figura 11. Diferenciacdo osteogénica e adipocitica in vitro das BMSC em adipdcitos e osteoblastos.
(A) Morfologia de BMSC em confluéncia na terceira passagem. (B) Coloracdo peloQil Red O apds trés
semanas de indugdo adipogénica. (C) Coloracdo pelo vermelho de alizarina ap6s duas semanas de
inducdo osteogénica. Barras de escala em correspondem a 100 um.

Para verificar o potencial de diferenciacdo condrogénica das BMSC, células derivadas
de dois pacientes com EIA e de um paciente com EC foram induzidas por 21 dias a
diferenciacéo tridimensional em esferas condrogénicas. Foi utilizada a coloracdo azul de alcian
para a identificacdo de proteoglicanos sulfatados na matriz extracelular das esferas. Ao final do
processo de inducdo da diferenciacdo as trés amostras testadas foram positivas para

proteoglicanos sulfatados (Figura 12).
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Figura 12. Diferenciacdo in vitro das BMSC na linhagem condrogénica. Fotomicrografias
representativas da diferenciacdo condrogénica in vitro induzidas por 21 dias. A localizacdo das células
no interior de lacunas (cabeca de setas) e a positividade da matriz extracelular para glicosaminoglicanos
confirmam a inducéo do fenétipo nas BMSC/EIA (A e C) e BMSC/EC (B e D). A e B: coloracéo pela
H&E; C e D: coloragdo pelo azul de alcian. Barras de escala equivalem a 200 um. BMSC/EC n=1;
BMSC/EIA n=2.

5.6 Avaliacéo da diferenciacéo in vivo das BMSC

Além dos ensaios de diferenciacdo in vitro, para testar o potencial de diferenciacdo
osteogénica in vivo, BMSC dos trés grupos experimentais foram introduzidas em associacéo
com hidroxiapatita no tecido subcutéaneo do dorso de camundongos imunodeficientes.

Apo0s 12 semanas em uma das amostras do grupo controle houve formacdo de tecido
6sseo com ostedcitos embebidos na matriz mineralizada, vasos sanguineos e sitios de

hematopoiese (Figura 13A e B).
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Nos dois implantes realizados com BMSC de pacientes com EC ndo houve formagéo
de tecido 6sseo. Os cristais de hidroxiapatita mostravam relacdo apenas com tecido conjuntivo
rico em fibras colagenas contendo células gigantes multinucleadas e vasos neoformados (Figura
13CeD).

Das trés amostras de EIA, em duas houve formacdo de tecido 6sseo. O tecido
neoformado in vivo reproduziu a microarquitetura do 0sso esponjoso, evidenciada por
trabéculas dsseas interconectadas dispostas em torno dos cristais de hidroxiapatita, atividade de
formacdo comprovada pela presenca de revestimento da superficie por matriz ostedide em
relacdo com osteoblastos cuboidais e ainda pela formacéo de estroma de sustentacdo da medula
6ssea contendo sitios de hematopoiese. O conjunto desses achados histolégicos comprova a
capacidade das células transplantadas em recapitular o microambiente da medula éssea (Figura

13EeF).
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Controle

Escoliose Congénita

Escoliose Idiopatica do
Adolescente

Figura 13. Diferenciacdo osteogénica in vivo das BMSC. Fotomicrografias representativas de cortes
histol6gicos dos implantes de hidroxiapatita e BMSC ap6s 12 semanas de inser¢do no tecido subcutaneo
do dorso de camundongos imunodeficientes. (A) Amostra do grupo controle evidenciando formagéo
Ossea. (B) Detalhe em maior aumento dos ostedcitos no interior de lacunas e aprisionados na matriz
mineralizada, vasos neoformados (estrela) e sitios de hematopoiese (asterisco). (C) Amostra do grupo
EC evidenciando a formacéo de tecido conjuntivo fibroso em relagdo com os cristais de hidroxiapatita
(HA). (D) Detalhe em maior aumento das fibras colagenas (seta) e célula gigante multinucleada (cabeca
de seta). (E) Amostra do grupo EIA evidenciando formagdo 6ssea exuberante. (F) Detalhe em maior
aumento dos ostedcitos (seta), osteoblastos (cabeca de seta), vasos neoformados (estrela) e sitios de
hematopoiese (asterisco). Barras de escala em A, C e E correspondem a 100 um. Barras de escala em
B, D e F correspondem a 200 pm. BMSC controle n=2; BMSC/EC n=2; BMSC/EIA n=3.
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6. DISCUSSAO

Durante o periodo de crescimento, o esqueleto se desenvolve e é esculpido até alcangar
o formato e tamanho observados na maturidade. Da primeira infancia até o final da
adolescéncia, a atividade de formacao predomina sobre a de reabsor¢do 6ssea, resultando em
aumento da massa 6ssea (BACHRACH et al., 1999; HENRY; FATAYERJI; EASTELL, 2004).
Dependendo do sitio do esqueleto, o crescimento linear sseo ocorre em diferentes velocidades.
Enguanto o crescimento do esqueleto apendicular é prevalente antes da puberdade, o contetdo
mineral e a densidade mineral dsseos aumentam em até seis vezes na coluna vertebral nessa
fase da vida (BASS et al., 1999; BRADNEY et al., 2000). Logo, a puberdade é um periodo
critico do desenvolvimento para que deficiéncias na sintese de matriz Gssea possam se
manifestar. A importancia do estirdo de crescimento durante a puberdade para a progresséo da
deformidade na EIA € bem caracterizada (BUSSCHER; WAPSTRA,; VELDHUIZEN, 2010;
COILLARD; CIRCO; RIVARD, 2013).

Desde de a primeira observacdo de Burner e colaboradores, em 1982, sobre a reducéo
da BMD em pacientes com deformidades na coluna, diversos trabalhos demonstraram a
ocorréncia de osteopenia em pacientes com EIA. A osteopenia foi diagnosticada tanto na coluna
vertebral quanto no esqueleto apendicular (CHENG et al., 2000, 2006; CHEUNG et al., 2006),
em pelo menos 30% desses pacientes (TAHVILDARI; ERFANI, 2014). Apesar de ser
considerada uma doenca multifatorial e de causas ainda pouco conhecidas, sabe-se que a
osteopenia nos pacientes com EIA é primaria e ndo secundaria a deformidade da coluna
vertebral (CHENG; GUO, 1997). A osteopenia pode ter como causa alteracbes no
desenvolvimento e no metabolismo do tecido 6sseo (CHEUNG et al., 2006; LAM et al., 2011).
Além disso, o valor progndstico que a BMD apresenta na progressao da curva da EIA sugere
que o desenvolvimento e a progressdo da doenga tenham uma base metabolica (YIP et al.,

2016).
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Os relatos da literatura sobre a BMD em pacientes com escoliose de outras etiologias
que ndo a EIA ainda sdo escassos. O unico estudo realizado em amostras de 0sso da crista iliaca
de pacientes com EC mostrou redugdo no numero de trabéculas e no volume mineral 6sseo
desses pacientes em relacdo a pacientes com EIA (ZHU et al., 2009). Como a EC ocorre por
alteragBes nos precursores vertebrais (somitos), teoricamente, 0 metabolismo 6sseo néo estaria
alterado neste grupo de pacientes. As deformidades precoces na EC possivelmente limitam o

desenvolvimento pulmonar resultando em menor nivel de atividade fisica e osteopenia.
A formagdo, o desenvolvimento e a homeostase do tecido 6ésseo sdo processos que
dependem do equilibrio da atividade de duas linhagens celulares: as células formadoras de 0sso
(osteoblastos) e as células reabsortivas do o0sso (osteoclastos) (FROST, 2001). Esses tipos
celulares sdo derivados de linhagens celulares diferentes. As células formadoras de 0sso
derivam das BMSC e os osteoclastos séo derivados da linhagem hematopoética (TITORENCU
etal., 2014).

Admite-se que a osteopenia possa ser causada por um desequilibrio entre a reabsorcao
e a formacdo Ossea, levando a reducdo da massa Ossea total. Na osteoporose, a menor
capacidade de formacdo Ossea resulta, em parte, de um nimero reduzido da populacdo de
osteoblastos e de seus precursores (BYERS et al., 1997; RODRIGUEZ et al., 1999; WOLF;
PENDERGRASS, 1999; PARFITT et al., 2009). No ensaio de CFU-E, o nimero de coldnias
formadas por um ndmero definido de células da medula dssea plaqueadas representa a
enumeracdo in vitro de um subgrupo de células da medula 6ssea com potencial clonogénico
(KUZNETSOV et al., 2009). A populacdo de celulas que formam as CFU-F é heterogénea e
contém ceélulas-tronco esqueléticas (SSC, skeletal stem cells) multipotentes, capazes de formar
cartilagem, o0sso, estroma de suporte a hematopoese e adipdcitos, além progenitores

comprometidos apenas com as linhagens osteogénica, condrogénica ou adipogénica
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(FRIEDENSTEIN, 1980). Apesar de ndo haver marcadores que possam separar
prospectivamente CFU-F multipotenciais de CFU-F mais comprometidas, o ensaio de CFU-E
atualmente é a abordagem mais proxima para a determinacdo da concentracdo de SSC na
medula éssea (BIANCO P. e ROBEY P.G., 2004).

Nossos dados demonstraram que a medula éssea vertebral de pacientes portadores de
EIA apresenta menor numero de CFU-F em relacdo a pacientes do grupo controle sem
escoliose. A reducdo do numero de CFU-F em pacientes com EIA pode ter como consequéncia
a reducdo do numero de osteoblastos presentes nas unidades de remodelacdo 6ssea (BMU, bone
modeling units) e, por conseguinte, gerar um balanco negativo da formacdo, levando a
osteopenia. Os resultados do ensaio de CFE ndo demonstraram diferencas nos diametros das
coldnias, sugerindo que a frequéncia, mas ndo o potencial clonogénico de células progenitoras
esqueléticas, possa estar relacionada a EIA. Ja foi reportado que baixa CFE esta relacionada
com a reducdo da densidade mineral 0ssea em receptores de transplante de medula 6ssea
(GALOTTO et al., 1999).

Nossos resultados constituem o primeiro relato sobre CFU-E em BMSC isoladas de
pacientes com EIA e EC e a descrever alteracfes na sua frequéncia em pacientes com EIA. Em
um estudo sobre qualidade 6ssea em EIA, em modelo de galinhas pinealectomizadas (obtido
por remocéo da glandula pineal), foi observado que a osteopenia esta relacionada com a reducéo
da populagéo de osteoblastos e ndo com 0 aumento da populacéo de osteoclastos (KONO et al.,
2011; ISHIDA et al., 2016). Esses achados sugerem que a reducédo do potencial proliferativo de

osteoblastos, da disponibilidade de suas células progenitoras ou ainda do potencial de
diferenciacéo de sua progénie poderiam contribuir para a patogenia da reducdo da massa déssea.

Nossos dados também demonstraram que o tempo de duplicacdo populacional das

BMSC EIA é maior em relacdo as BMSC de pacientes controle e de EC. Embora as BMSC
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sejam capazes de proliferar de forma a gerar um numero suficiente de células por um periodo
de tempo relativamente curto (COLTER et al., 2000; SEKIYA et al., 2002), as BMSC tendem
a diminuir sua capacidade proliferativa como consequéncia da auséncia da atividade de
telomerase in vitro (BANFI et al., 2002). O aumento do PDT das BMSC EIA ¢ indicativo de
senescéncia precoce em relacdo as células dos outros grupos controle e EC. Entretanto, para
confirmar essa possibilidade, seria ainda necessario analisar outros marcadores de senescéncia
celular como expressdo das proteinas de controle do ciclo celular p16 e p21 (STEIN et al.,
1999), tamanho de telomeros (SHAWI; AUTEXIER, 2008) ou caracterizar a atividade de -
galactosidase (ITAHANA; CAMPISI; DIMRI, 2007).

Ha mais de dez anos a Sociedade Internacional de Terapia Celular adotou critérios
minimos para definir caracteristicas de BMSC cultivadas in vitro (DOMINICI et al., 2006).
Foram estabelecidos como padrdo para essas células: capacidade de aderéncia ao plastico do
frasco de cultivo celular, a expressdo de moléculas CD (cluster of differentiation) na superficie
celular como CD105, CD73 e CD90 e a auséncia de expressdo de CD45, CD34, CD14 ou
CD11b, e CD79a ou CD19; e de moléculas de superficie HLA-DR, além da capacidade de
diferenciacdo nas linhagens osteogénica, condrogénica e adipogénica in vitro. Em 2007,
Sacchetti e colaboradores demonstraram que células reticulares da medula 0ssea expressando
CD146 eram capazes de dar suporte a formacao do sistema hematopoético e de gerar ossiculos
ectépicos em camundongos imunodeficientes (SACCHETTI et al., 2007). Em nosso estudo,
observamos que células isoladas dos trés grupos experimentais apresentaram padrédo similar de
expressdo de CD73, CD90, CD146, CD34 e CD45. Esse resultado esta de acordo com outros
trabalhos com BMSC isoladas de vértebras (AHRENS et al., 2004; RISBUD et al., 2006;

BRODANO et al., 2013).
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Em relacéo ao potencial de diferenciacdo das BMSC, verificamos que todas as células
testadas apresentaram capacidade de diferenciacdo in vitro para as linhagens osteogénica,
adipogénica e condrogénica. Apesar do ensaio in vitro ser considerado um dos pré-requisitos
para caracterizar funcionalmente as BMSC, a reprodutibilidade e precisdo desses achados
devem ser confirmados por outros métodos (BONEWALD et al., 2003). Para isso, realizamos
ensaios de diferenciacdo osteogénica in vivo através do transplante de BMSC com particulas de
hidroxiapatita em animais imunodeficientes. A formacéo heterotdpica de tecido 6sseo ocorreu
no grupo controle e EIA. Contudo, BMSC de dos dois pacientes EC ndo formaram 0sso in vivo.
Esse achado pode ser explicado por limitagbes no nimero de ensaios realizados, pela
variabilidade na capacidade osteogénica de BMSC de diferentes doadores (PHINNEY et al.,
1999) ou, ainda, representar deficiéncia no potencial osteogénico dessas células.

A diferenciacdo das BMSC em osteoblastos € um processo que pode ser divido em
quatro etapas consecutivas: comprometimento das BMSC com a linhagem osteogénica,
proliferacdo celular, producdo e mineralizagdo da matriz 6ssea (TAIPALEENMAKI et al.,
2012). Esse processo € altamente regulado, e cada estagio da diferenciacdo e é caracterizado
pela expressdo de fatores de transcricdao especificos. BMSC comprometidas com a linhagem
osteogénica dao origem as células osteoprogenitoras, que se diferenciam em pré-osteoblastos,
osteoblastos, ostedcitos e em células de revestimento (OREFFO et al., 2005). A expressdo do
fator de transcricdo RUNX-2, essencial para os processos iniciais de diferenciacdo osteogénica,
encontra-se reduzida em pacientes com EIA e BMD reduzida (WANG et al., 2014). Além disso,
Zhuang e colaboradores em analise de microarray de BMSC de pacientes com EIA
demonstraram alteracdo na expressao de genes relacionados as vias de sinalizacdo de MAPK,
Notch e de adesdo celular, dentre outras (ZHUANG et al., 2016). Esses resultados corroboram

outros achados do mesmo autor em 2011 que demonstraram alteracdes no nivel de proteinas
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relacionadas com o metabolismo celular, com a sinalizacdo de célcio e com modulacdo da
ossificagdo endocondral (LOONES; MORANGE, 1998; ZHUANG et al., 2011). Mais
recentemente, em 2017, Wang e colaboradores analisaram amostras 0sseas obtidas de crista
iliaca de pacientes com EIA e controles, demonstrando diminui¢do da expressdo de RUNX-2 e
aumento de expressdo de TRAP, sugerindo como provavel mecanismo para a diminuicdo da
massa 0ssea, a reducdo da diferenciacdo osteogénica e 0 aumento de atividade osteocléstica,
respectivamente.

A reducdo do potencial funcional de BMSC de EC em formar o0sso in vivo pode ser
explicada por alteracGes na regulacdo de suas vias de diferenciacdo com implicacGes diretas
sobre a BMD. Em 2009, Zhu e colaboradores foram os primeiros a reportar menor BMD em
pacientes com EC em comparac¢do com individuos saudaveis. Além da reducdo de BMD, a
microarquitetura 0ssea desses pacientes mostrou-se alterada em relacédo a controle saudaveis e
a pacientes de EIA, traduzida por reducdo da espessura e numero de trabéculas do 0sso
esponjoso (ZHU et al., 2009).

Embora os mecanismos moleculares que contribuem para a osteopenia e para as
alteracOes da qualidade 6ssea na EIA e EC ainda sejam desconhecidos, a relagdo bioldgica entre
EC e EIA tem sido recentemente considerada. Em estudo publicado em 2002, foi reportado que
de 237 criangas com EC, em 17% das familias havia casos de escoliose idiopatica (PURKISS
et al., 2002). Mais recentemente, foi demonstrado que mutacGes em ptk7, um regulador da via
de sinalizacdo de Wnt, podem contribuir para a patogenia de EIA e EC (HAYES et al., 2014).
Sendo a osteopenia apontada como um tragco em comum a ambas, nosso estudo sinaliza para a
possibilidade de que BMSC/SSC possam estar envolvidas em ambas as condi¢es. Apesar das
limitacdes, podemos propor gque a osteopenia associada a EIA resultaria de menor frequéncia e

capacidade proliferativa das BMSC, apesar da manutencao de sua capacidade funcional. Por
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outro lado, na EC, o mecanismo proposto seria menor potencial funcional, em termos de

diferenciacéo osteogénica, sem alteragdes na frequéncia e capacidade proliferativa das BMSC.
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7. CONCLUSOES

O potencial osteogénico de celulas estromais isoladas da medula 6ssea de pacientes de
EIA é comparavel ao de pacientes sem escoliose. Contudo, essas células encontram-se em
numero reduzido na medula 6ssea vertebral e apresentam potencial proliferativo reduzido in
vitro. Em contrapartida, as células estromais isoladas da medula 6ssea de pacientes de EC séo
encontradas em frequéncia similar ao de pacientes sem escoliose, mas nao preservam o mesmo
grau de funcionalidade em ensaios de diferenciagdo osteogénica in vivo. Tais observacgdes sao
compativeis com a hipdtese de que deficiéncias quantitativas e qualitativas de BMSC possam

estar implicadas, respectivamente, na patogenia da EIA e da EC.
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ANEXO A. Termo de consentimento livre e esclarecido para pacientes com escoliose

MINISTERIO DA SAUDE
SECRETARIA DE ATENGAO A SAUDE
INSTITUTO NACIONAL DE TRAUMATOLOGIA E ORTOPEDIA JAMIL HADDAD

INJO

RATMATONOWITA B L WETOE

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé, ou 0 menor sob sua
responsabilidade estd sendo convidado (a) a
conceder uma amostra de fragmento de osso ao projeto “Caracterizagdo da formagdo Ossea de
pacientes com escoliose idiopatica e congénita”. Por favor, assinale com um X se vocé ¢ um
concessor com escoliose:

() concessor com escoliose congénita
( ) concessor com escoliose idiopatica

Antes de tomar uma decisdo ¢ importante que vocé ou seu responsdvel legal, entenda as
informagdes sobre este ato voluntario. Use o tempo que achar necessario para ler este Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE). Caso tenha qualquer duvida pergunte a quem
apresentou este documento a vocé. Se preferir vocé também pode pedir ajuda para pessoas de sua
confianga.

Quais sdo os objetivos dessa pesquisa?

O projeto “Caracterizagdo da formagdo 6ssea de pacientes com escoliose idiopatica e congénita™
pretende ajudar na realizagdo de pesquisas para que possamos entender melhor como ocorre a
formagdo Gssea nessas doengas.

Além de um fragmento de seu osso, precisaremos de algumas informagdes pessoais como a sua data
de nascimento, enderego, telefone e algumas informagdes sobre doengas que vocé ou seus
familiares tenham ou tiveram no passado. Estas informagdes serdo sigilosas e em nenhum momento
sua identidade seréa revelada. Vocé tem o direito de ndo responder as perguntas caso ndo se sinta a
vontade para responder, por qualquer razio, sem necessidade de se justificar.

Suas informagdes pessoais ficardo guardadas no Instituto Nacional de Traumatologia e Ortopedia
Jamil Haddad, localizado na Avenida Brasil, 500 - Cep: 20940-070 - Rio de Janeiro — RJ Tel.: 55
(21) 2134-5000 (INTO/MS).

Sua participagdo consistird em conceder um pequeno fragmento dsseo com cerca de 1 cm de
comprimento durante o procedimento cirirgico. A retirada de fragmentos dsseos faz parte do

procedimento cirtrgico convencional para corre¢do da curvatura da coluna e a coleta deste
fragmento 6sseo ndo acarretara risco adicional a vocé.

Rubrica do pesquisador:

Rubrica do participante:
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MINISTERIO DA SAUDE
SECRETARIA DE ATENGAO A SAUDE
INSTITUTO NACIONAL DE TRAUMATOLOGIA E ORTOPEDIA JAMIL HADDAD

INJO

TOL NACHON AL D8
IRATMATOMORIIA B T

Garantia de confidencialidade e privacidade

Caso o seu material bioldgico ndo tenha critérios de qualidade necessarios para uso em pesquisa,
sua amostra sera descartada respeitando-se as normas sanitrias e o anonimato da sua participagdo.
Seus dados pessoais serdo codificados e mantidos em sigilo. Sua identidade também serd
preservada, ou seja, seu nome e informagdes pessoais jamais serdo revelados em quaisquer formas
de divulgagdo das pesquisas e seus resultados. E garantido o sigilo de todos os participantes.

Esclarecimentos e desisténcias

Sempre que achar necessario, para esclarecimento de qualquer divida, vocé podera contatar o (a),
Dra. Rafaela Sartore (fone: 21 2134 5499); como também a Dra. Maria Eugénia Duarte (fone: 21
2134 5498).

Em caso de divida ou preocupagdo quanto aos seus direitos como participante do projeto, vocé
poderé entrar em contato direto com o Comité de Etica em Pesquisa local, por meio do telefone 21
2134 5454, enderego eletronico cep.into@into.saude.gov.br ou no enderego Avenida Brasil, 500, 9°
andar, COENP - Cep: 20940-070 - Rio de Janeiro — RJ.

Termo de Assinaturas
Somente assine este documento, se consentir integralmente com os termos deste. Por favor, rubrique
cada uma das folhas deste documento.

Declaro estar ciente das informagdes recebidas e prestadas, tendo lido (ou o documento foi lido para
mim), compreendido e assinalado as opgdes que correspondem & minha vontade. Recebi neste ato uma
das duas vias deste documento, datada e assinada por mim e pelo responséavel do projeto e a outra via
permanecerd arquivada na Divis@o de Pesquisa do INTO.

. de de

Nome completo e assinatura do participante (se aplicavel)

Nome completo e assinatura do representante legal (se aplicével)

Nome completo e assinatura do pesquisador responsavel

Rubrica do pesquisador:

Rubrica do participante:
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ANEXO B. Termo de consentimento livre e esclarecido para pacientes de trauma

MINISTERIO DA SAUDE
SECRETARIA DE ATENGAO A SAUDE
INSTITUTO NACIONAL DE TRAUMATOLOGIA E ORTOPEDIA JAMIL HADDAD

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé, ou 0 menor sob sua
responsabilidade estd sendo convidado (a) a
conceder uma amostra de fragmento 0sseo ao projeto “Caracterizagdo da formagdo Ossea de
pacientes com escoliose idiopética e congénita”.

Antes de tomar uma decisdo ¢ importante que vocé ou seu responsavel legal, entenda as
informagdes sobre este ato voluntario. Use o tempo que achar necesséario para ler este Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE). Caso tenha qualquer diuvida pergunte a quem
apresentou este documento a vocé. Se preferir vocé também pode pedir ajuda para pessoas de sua
confianga.

Quais sdo os objetivos dessa pesquisa?

O projeto “Caracterizagdo da formag@o Ossea de pacientes com escoliose idiopética e congénita”
pretende ajudar na realizagdo de pesquisas para que possamos entender melhor como ocorre a
formagdo Gssea nessas doengas em comparagdo a formagdo em pacientes sem escoliose.

Vocé esta sendo convidado a participar do estudo pois apresenta idade compativel com os pacientes
portadores de escoliose e serd submetido a um procedimento cirtirgico no qual existe a possibilidade
de coleta de fragmentos 0sseos.

Além de um fragmento de seu 0sso, precisaremos de algumas informagdes pessoais como a sua data
de nascimento, endereco, telefone e algumas informagdes sobre doengas que vocé ou seus
familiares tenham ou tiveram no passado. Estas informagdes serdo sigilosas € em nenhum momento
sua identidade seré revelada. Vocé tem o direito de ndo responder as perguntas caso ndo se sinta a
vontade para responder, por qualquer razdo, sem necessidade de se justificar.

Sua participag@o consistird em conceder um pequeno fragmento 6sseo com cerca de 1 cm de
comprimento durante o procedimento cirtrgico. A retirada de fragmentos 6sseos faz parte do
procedimento cirlrgico ao qual vocé serd submetido e a coleta deste fragmento dsseo ndo
acarretara risco adicional a vocé.

Suas informagdes pessoais ficardo guardadas no Instituto Nacional de Traumatologia e Ortopedia

Jamil Haddad, localizado na Avenida Brasil, 500 - Cep: 20940-070 - Rio de Janeiro — RJ Tel.: 55
(21) 2134-5000 (INTO/MS).

Garantia de confidencialidade e privacidade
Rubrica do pesquisador:

Rubrica do participante:
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Caso o seu material bioldgico ndo tenha critérios de qualidade necessarios para uso em pesquisa,
sua amostra sera descartada respeitando-se as normas sanitarias e o anonimato da sua participagdo.
Seus dados pessoais serdo codificados e mantidos em sigilo. Sua identidade também sera
preservada, ou seja, seu nome e informagdes pessoais jamais serdo revelados em quaisquer formas
de divulgagdo das pesquisas e seus resultados. E garantido o sigilo de todos os participantes.

Esclarecimentos e desisténcias

Sempre que achar necessario, para esclarecimento de qualquer davida, vocé poderéa contatar o (a),
Dra. Rafaela Sartore (fone: 21 2134 5499); como também a Dra. Maria Eugénia Duarte (fone: 21
2134 5498).

Em caso de diavida ou preocupagdo quanto aos seus direitos como participante do projeto, vocé
podera entrar em contato direto com o Comité de Etica em Pesquisa local, por meio do telefone 21
2134 5454, enderego eletronico cep.into@into.saude.gov.br ou no enderego Avenida Brasil, 500, 9°
andar, COENP - Cep: 20940-070 - Rio de Janeiro — RJ.

Termo de Assinaturas
Somente assine este documento, se consentir integralmente com os termos deste. Por favor, rubrique
cada uma das folhas deste documento.

Declaro estar ciente das informagdes recebidas e prestadas, tendo lido (ou o documento foi lido para
mim), compreendido e assinalado as opgdes que correspondem a minha vontade. Recebi neste ato uma
das duas vias deste documento, datada e assinada por mim e pelo responsavel do projeto e a outra via
permanecera arquivada na Divisdo de Pesquisa do INTO.

3 de de

Nome completo e assinatura do participante (se aplicavel)

Nome completo e assinatura do representante legal (se aplicavel)

Nome completo e assinatura do pesquisador responsavel

Rubrica do pesquisador:

Rubrica do participante:
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Termo de Assentimento do menor

O termo de assentimento ndo elimina a necessidade de fazer o termo de consentimento livre e
esclarecido que deve ser assinado pelo responsdvel ou representante legal do menor.

Vocé estd sendo convidado para participar do projeto “Caracterizagdo da formagdo Ossea de
pacientes com escoliose idiopdtica e congénita”. Seus pais, ou seus responsaveis, permitiram que
vocé participasse.

As criangas e adolescentes que irdo participar dessa pesquisa tém menos de 18 anos de idade.

Vocé ndo precisa participar da pesquisa se ndo quiser, ¢ um direito seu e ndo terd nenhum problema
se ndo quiser participar agora ou se desistir no futuro.

A coleta de um pequeno fragmento de osso € segura. A amostra sera obtida durante a cirurgia para
corregdo da curvatura da coluna que sera feita em vocé e ndo existe necessidade de tomar nenhum
cuidado a mais além daqueles indicados pela propria cirurgia. Basta seguir as orientagdes do
médico que te operara.

Vocé ndo ganhara nada em troca pela sua participag@o e ndo serd pago para participar desse projeto.
Ninguém saberd que vocé estd participando, ndo falaremos a outras pessoas, nem daremos a
estranhos as informagdes que vocé nos der.

Se vocé tiver alguma divida, vocé pode me perguntar ou perguntar ao pesquisador que te
selecionou para participar deste projeto. Vocé pode me procurar pelo telefone (21) 2134-5499
(INTO/MS).

Entendi que posso dizer “sim” e participar, mas que, a qualquer momento, posso dizer “n3o” e
desistir sem que ninguém fique com raiva. Os pesquisadores tiraram minhas dividas e conversaram
com 0s meus responsaveis.

Eu aceito participar do projeto
“Caracterizagdo da formagdo Ossea de pacientes com escoliose idiopética e congénita”, que visa
entender melhor a escoliose no futuro.

Recebi uma cépia deste termo de assentimento, li e concordo em participar.

3 de de

Assinatura do menor:

Assinatura do (a) responsével pela pesquisa:

Rubrica do pesquisador:

Rubrica do participante:
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ANEXO D. Parecer consubstanciado do Comité de Etica em Pesquisa do INTO

INSTITUTO NACIONAL DE
e TRAUMATOLOGIA E W .
IN <  ORTOPEDIA JAMIL HADDAD -

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Avaliagao do potencial de diferenciagao osteoblastica de células estromais derivadas
de medula 6ssea de pacientes portadores de escoliose congénita e idiopatica.

Pesquisador: GUSTAVO BORGES LAURINDO DE AZEVEDO

Area Tematica:

Versdo: 3

CAAE: 51082115.3.0000.5273

Instituicdo Proponente: Instituto Nacional de Traumato - Ortopedia / INTO / SAS/ MS - RJ
Patrocinador Principal: Instituto Nacional de Traumato - Ortopedia / INTO / SAS/ MS - RJ

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 1.751.583

Apresentagao do Projeto:
A apresentagdo do projeto esta adequada.

Objetivo da Pesquisa:
O objetivo esta bem definido.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:
Os riscos e beneficios foram expostos e colocados no TCLE.

Comentérios e Consideragoes sobre a Pesquisa:
A pesquisa é relevante.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatéria:
Foi anexado novo TCLE para os controles.

Recomendagées:

Nao ha

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgoes:
Nao ha.

Enderego: Avenida Brasil, n° 500

Bairro: Sé&o Cristévédo CEP: 20.940-070
UF: RJ Municipio: RIO DE JANEIRO
Telefone: (21)2134-5000 Fax: (21)2134-5228 E-mail: cep.into@into.saude.gov.br
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Continuagdo do Parecer: 1.751.583

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Senhor pesquisador, de acordo com o constante na Resolugdo CNS n° 466 de 2012, faz-se necessario
apresentar ao CEP/INTO, através da Plataforma Brasil, a cada 06 (seis) meses o relatério de
acompanhamento de sua pesquisa. Além disso, ap6s a conclusdo da pesquisa, devera ser submetido na
Plataforma Brasil, através do envido de uma Notificagdo, o Relatério Final e a pesquisa concluida para
apreciagdo CEP/INTO.

Informamos que qualquer alteragéo realizada no protocolo de pesquisa aprovado devera ser submetida a
apreciag@o do CEP/INTO através do envio de uma emenda utilizando a Plataforma Brasil.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagao
Informagdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 07/07/2016 Aceito
do Projeto ROJETO_560072.pdf 12:29:42
TCLE /Termos de |[tclec.docx 07/07/2016 |Rafaela sartore da Aceito
Assentimento / 12:29:02 |Costa
Justificativa de
Auséncia
TCLE / Termos de |TCLE.docx 07/07/2016 |Rafaela sartore da Aceito
Assentimento / 12:27:37 |Costa
Justificativa de
Auséncia
Projeto Detalhado / |Escoliose2.docx 07/07/2016 |Rafaela sartore da Aceito
Brochura 12:27:12 |Costa

or
TCLE /Termos de |Menor.docx 17/11/2015 |Rafaela sartore da Aceito
Assentimento / 13:20:37 |Costa
Justificativa de
Auséncia
Folha de Rosto FR.pdf 17/11/2015 |Rafaela sartore da Aceito
13:17:08 |Costa

Situagao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:
Nao

Enderego: Avenida Brasil, n° 500

Bairro: Séo Cristovdo CEP: 20.940-070
UF: RJ Municipio: RIO DE JANEIRO
Telefone: (21)2134-5000 Fax: (21)2134-5228 E-mail: cep.into@into.saude.gov.br

Pagina 02 de 03

60



INSTITUTO NACIONAL DE
== TRAUMATOLOGIA E W mo
IN ;OO  ORTOPEDIA JAMIL HADDAD -

Continuagdo do Parecer: 1.751.583

RIO DE JANEIRO, 28 de Setembro de 2016

Assinado por:
Marisa Peter Silva
(Coordenador)
Enderego: Avenida Brasil, n° 500
Bairro: Sao Cristovdo CEP: 20.940-070
UF: RJ Municipio: RIO DE JANEIRO
Telefone: (21)2134-5000 Fax: (21)2134-5228 E-mail: cep.into@into.saude.gov.br
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ANEXO E. Parecer do Comité de Etica no Uso de Animais do INTO

< MINISTERIO DA SAUDE ,
INJO  SECRETARIADE ATENCAO A SAUDE
INSTITUTO NACIONAL DE TRAUMATOLOGIA E ORTOPEDIA

COORDENAGAO DE ENSINO E PESQUISA DO INTO

CERTIFICADO

Certificamos que o projeto “Utiizagido de BMSC humanas na celularizaglo de
enxertos ésseos homdlogos para uso dinico™ protocolado sob o ndmero
00272014, utilizando 18 (dezoito) camundongos, sob a responsabilidade do
pesquisador Tito Rocha, estd de acordo com os principios éticos de
experimentagio animal da Comissdo de Etica no Uso de Animais do Instituto
Nacional de Traumatologia e Ortopedia e foi aprovado na primeira reunido da
Comiss&o em 14 de julho de 2014.

(We certfy that the research “Use of human BMSC in cellularization of
homologous bone grafts for clinical use”, protocol number 002/2014, utilizing 18
(eighteen) mice, under the responsbility of the researcher Tito Rocha, agree
with the Ethical Principles in Animal Research adopted by the Ethic
Commission on Animal Use of the National Institute of Traumatology and
Orthopedics, and was approved at the first meeting of the Commission on July
14, 2014).

Rio de Janeiro, 16 de julho
Assinatura: ;

/.,
Di P 0 Agui /
Coordenador da Comissao
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