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RESUMO 

 

DE AZEVEDO, Gustavo Borges Laurindo. Avaliação do potencial osteogênico de células 

estromais da medula óssea de pacientes com escoliose. Rio de Janeiro, 2017. Dissertação de 

Mestrado (Mestrado em Ciências Aplicadas ao Sistema Musculoesquelético) – Instituto 

Nacional de Traumatologia e Ortopedia Jamil Haddad, Ministério da Saúde, 2017. 
 

Apesar de descrita há muitos anos em pacientes com escoliose idiopática do adolescente (EIA), 

a relação entre osteopenia e escoliose ainda é pouco compreendida. Mais recentemente, redução 

da densidade mineral óssea também foi relatada em associação com a escoliose congênita (EC). 

Estudos in vitro demonstraram que células estromais da medula óssea (BMSC) de pacientes 

com EIA apresentam diminuição na capacidade de diferenciação osteogênica e essa pode ser 

uma das razões pelas quais esses pacientes desenvolvem osteopenia e osteoporose. Apesar do 

relato da diminuição da massa óssea em pacientes com escoliose congênita (EC), não existem 

dados na literatura sobre a capacidade de diferenciação de BMSC desses pacientes. Assim, o 

objetivo deste estudo foi avaliar o potencial de formação óssea das BMSC de pacientes com 

EIA e EC, analisar sua frequência na medula óssea, sua capacidade proliferativa e o potencial 

de diferenciação in vitro e in vivo. BMSC foram isoladas de amostras ósseas de pacientes com 

EC e EIA, coletadas durante a cirurgia para correção da curvatura da coluna vertebral, e de 

indivíduos sem escoliose submetidos ao tratamento cirúrgico de fraturas esqueléticas. O teste 

de eficiência de formação de colônias mostrou frequência reduzida de BMSC isoladas de 

pacientes com EIA e também maior tempo de duplicação celular em relação às BMSC de 

pacientes com EC e controles sem escoliose. A avaliação dos marcadores de superfície CD34, 

CD45, CD73, CD90 e CD146 por citometria de fluxo demonstrou perfil fenotípico similar entre 

as BMSC dos três grupos (EC, EIA e controle). Quanto ao potencial de diferenciação in vitro, 

BMSC dos três grupos foram capazes de originar células das linhagens osteogênica, 

adipogênica e condrogênica. Os ensaios funcionais para avaliar o potencial de formação de 

tecido ósseo in vivo mostraram que as BMSC de EIA e as BMSC do grupo controle 

reproduziram a microarquitetura do tecido ósseo, recapitulando o microambiente da medula 

óssea. Embora os mecanismos celulares e moleculares que contribuem para a perda de massa 

óssea na EIA e EC ainda não estejam totalmente definidos, nossos resultados favorecem a 

hipótese de que deficiências quantitativas e qualitativas da população de BMSC possam estar 

implicadas, respectivamente, com a patogenia da EIA e da EC. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Palavras-chave: Escoliose, osteopenia, células estromais da medula óssea, diferenciação 
celular, osteogênese. 
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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. INTRODUÇÃO 

 

1.1 Escoliose 

 
A coluna vertebral é constituída por 33 vértebras que unem o crânio, os membros e a 

pelve. Suas principais funções consistem em proteger a medula espinhal, dar suporte ao tronco 

e integrar as cinturas escapular e pélvica. A coluna vertebral possui curvaturas fisiológicas no 

plano sagital (lateral) – lordose cervical, cifose torácica, lordose lombar e cifose sacral e é 

responsável pela sustentação e transmissão de cargas durante a realização de todas as 

atividades. Por outro lado, no plano coronal (frontal), a coluna vertebral não apresenta 

curvaturas em condições normais (Figura 1) (ROUSSOULY; NNADI, 2010). 

 

Figura 1. Alinhamento normal da coluna vertebral nos planos frontal e sagital. Adaptado de The 

Netter Collection of Medical Illustrations, 2006, painel 153. 
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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 

alterações da anatomia da coluna nos planos coronal, sagital e axial. Tecnicamente, a escoliose 

é definida pela presença de curvaturas da coluna vertebral com angulação superior a 10 graus, 

analisadas em radiografia anteroposterior da coluna vertebral. Essa aferição é tradicionalmente 

realizada através do método de Cobb, que consiste na medição do ângulo formado por linhas 

perpendiculares às placas terminais da primeira e da última vértebra da curva (Figura 2) 

(COBB, 1948). 

 

 

 

 

 
Figura 2. Método de Cobb utilizado para a mensuração das curvaturas da coluna vertebral na 

escoliose. (A) Desenho esquemático demonstrando as linhas que formam o ângulo de Cobb. A partir 

das placas superior da primeira e inferior da última vértebra compreendidas na curva, traçam-se linhas 

perpendiculares. O ângulo formado pela interseção dessas linhas é denominado ângulo de Cobb. (B)  

Radiografia panorâmica da coluna vertebral em incidência anteroposterior com a marcação do ângulo 

de Cobb. Arquivo pessoal do autor. 
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A escoliose leva à deformidade do tronco e alterações na postura, que inicialmente 

podem ser sutis e passar despercebidas pelo paciente. As principais características clínicas 

observadas nos pacientes com escoliose são a diferença na altura dos ombros, a assimetria da 

linha da cintura, a inclinação do tronco para um dos lados e as gibosidades nas regiões torácica 

e lombar (Figura 3). Em casos graves, registram-se alterações da função pulmonar, ocasionadas 

por mudanças anatômicas do tórax, que limitam o seu volume e expansibilidade (WEINSTEIN, 

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

 

 
Figura 3. Aspecto clínico da deformidade da coluna vertebral em paciente com escoliose 

idiopática. (A) Visão posterior demonstrando desvio lateral do tronco. (B) Flexão anterior do tronco 

evidenciando gibosidade na região torácica. Arquivo pessoal do autor. 

 

 
Em mais de 80% dos casos, a escoliose não possui uma causa definida e, por isso, é 

denominada idiopática. A escoliose idiopática desenvolve-se sem alterações prévias da coluna 

vertebral e sem que sejam detectadas deformidades morfológicas nas vértebras que expliquem 

a curvatura da coluna (WINTER et al., 1995). 

Entre as causas definidas de escoliose, destacam-se as malformações vertebrais 

(escoliose congênita), doenças neuromusculares e síndromes genéticas (CHOUDHRY; 

AHMAD; VERMA, 2016). A escoliose neuromuscular é causada por doenças neurológicas e 
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musculares que afetam o controle da musculatura do tronco, causando o encurvamento da 

coluna principalmente pela diferença de tônus e da contração da musculatura de um lado em 

relação ao outro (ALLAM; SCHWABE, 2013). As escolioses sindrômicas ocorrem como parte 

de doenças genéticas com acometimento sistêmico (LEVY et al., 2015). E, por fim, a escoliose 

congênita (EC) é causada por malformações nos corpos vertebrais que levam a sua assimetria 

e ao desequilíbrio do crescimento longitudinal da coluna vertebral. A escoliose não resulta de 

alterações posturais por transportar objetos pesados ou pela prática inadequada de exercícios 

físicos (HAWES et al., 2006). 

 
1.1.1 Escoliose Congênita 

 
A EC ocorre em cerca de um em cada 1.000 indivíduos nascidos vivos, e é a doença 

congênita vertebral mais comum, seguida da cifose e da lordose congênitas (ARLET, ODENT, 

AEBI, 2003; HEDEQUIST, EMANS, 2007). As malformações vertebrais encontradas na EC 

são originadas durante o desenvolvimento embrionário, período de formação dos precursores 

vertebrais (TIKOO et al., 2017). Por ocorrer em um período precoce da formação do embrião, 

as alterações da coluna vertebral podem ser encontradas em associação com malformação de 

outros sistemas, como cardíaco, urinário e neurológico (HENSINGER, 2009). Logo, o 

diagnóstico da EC deve ser complementado pela avaliação do eixo neural por ressonância 

magnética para a pesquisa de medula ancorada, disrafismos espinhais e diastematomielia, além 

do rastreamento de defeitos cardíacos e urinários (TIKOO et al., 2017). 

Os defeitos vertebrais que causam a EC podem ser classificados em falhas de formação, 

de segmentação ou em defeitos mistos (combinação de falhas de segmentação e de formação) 

(MCMASTER; SINGH, 1999) (Figura 4). As falhas de formação podem dar origem à vértebra 

em cunha, com assimetria de altura do corpo vertebral e/ou à hemivértebra, caracterizada pela 

ausência de um pedículo e de uma região do corpo vertebral (Figura 4A). As falhas de 
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segmentação levam à fusão de vértebras, que podem ser bilaterais e simétricas, resultando em 

uma vértebra em bloco, ou unilaterais, formando barras ósseas entre as vértebras (Figura 4B). 

A progressão da curvatura é causada pelo desequilíbrio do crescimento de um lado da coluna 

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

 

 

 

Figura 4. Ilustração dos tipos de defeitos vertebrais da escoliose congênita. (A) Defeitos de 

formação originando diferentes tipos de hemivértebras: totalmente segmentada, semi-segmentada, 

encarcerada e não-segmentada, respectivamente. (B) Defeitos de segmentação com formação de barra  

óssea unilateral, barra óssea associada à hemivértebra contralateral e vértebra em bloco respectivamente. 

Adaptado de FU; SMITH; SHAFFREY, 2012. 

 
Embora as alterações estruturais que desencadeiam o desenvolvimento da EC sejam 

bem conhecidas, as suas causas ainda não estão totalmente esclarecidas (HENSINGER, 2009). 

Acredita-se que as malformações vertebrais sejam resultado da interação entre fatores genéticos 

e ambientais (SPARROW et al., 2012). A hipóxia durante o desenvolvimento embrionário 

precoce (INGALLS; CURLEY, 1957; LODER et al., 2000), a exposição materna a substâncias 

químicas como o agente anticonvulsivante ácido valpróico (BANTZ, 1984; MENEGOLA et 

al., 1999; MASSA et al., 2005) ao solvente industrial ácido bórico (WÉRY et al., 2003), 

tabagismo (ALEXANDER; CHAU; TUAN, 2007) e consumo de bebidas alcoólicas 
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(TREDWELL et al., 1982) são fatores associados ao desenvolvimento de malformações 

vertebrais e da EC (SPARROW et al., 2012). 

Mutações em genes que codificam reguladores do desenvolvimento dos precursores 

vertebrais também são atribuídas à gênese da EC. Mutações nos genes DLL1 e NOTCH1, da 

família Notch, podem estar presentes em deformidades vertebrais congênitas (BAJARD; 

OATES, 2012). A expressão de genes da família HOMEOBOX ou HOX (COPLEY; 

DORMANS, 1998) que codificam proteínas regulatórias transcricionais que orquestram o 

processo de diferenciação e segmentação somitogênica ao longo do eixo craniocaudal, também 

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

 
1.1.2 Escoliose idiopática do adolescente 

 
A escoliose idiopática pode ser classificada de acordo com a idade em que se 

desenvolve. Até os três anos de idade, é denominada escoliose idiopática infantil; dos três aos 

10 anos de idade é chamada escoliose idiopática juvenil; entre 10 e 18 anos, escoliose idiopática 

do adolescente (EIA) e acima de 18 anos de idade é designada de escoliose idiopática do adulto 

(JAMES, 1954). A EIA é a causa mais comum de deformidades da coluna e acomete de 0,4 a 

5,2% da população (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 progressão gradual da curvatura da coluna vertebral no período 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 progressão lenta ao longo da vida adulta. Os fatores 

associados à progressão da EIA são o sexo feminino, o baixo grau de maturidade esquelética, 
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curvas acima de 50 graus e a localização do ápice da curva na coluna torácica (ASCANI et al., 

1986; BUNNELL, 1986; PEHRSSON et al., 1991; SANDERS et al., 2008). 

Diversas teorias acerca da etiopatogenia da EIA já foram propostas, incluindo 

alterações biomecânicas e do controle neuromuscular (VELDHUIZEN; WEVER; WEBB, 

2000), assincronia de crescimento entre o sistema nervoso central e os ossos da coluna vertebral 

(PORTER, 2001), crescimento assimétrico da coluna vertebral (VELDHUIZEN; WEVER; 

WEBB, 2000), alterações na propriocepção (BARRACK et al., 1984; LOMBARDI et al., 2011) 

e fatores hormonais, como já demonstrado para a sinalização de melatonina (MOREAU et al., 

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

 
 

1.2 Tratamento da escoliose idiopática e congênita 

 
De maneira geral, o objetivo do tratamento das escolioses é impedir a progressão das 

curvaturas e corrigir a deformidade, mantendo o equilíbrio do tronco e o nivelamento dos 

ombros. O tratamento das escolioses idiopática e congênita tem particularidades que levam em 

consideração o estudo de sua história natural e o conhecimento adquirido a partir da observação 

da evolução das deformidades (DANIELSSON, 2013). 

Os principais determinantes do tratamento da escoliose idiopática são a magnitude da 

curva e o grau de maturidade esquelética do paciente. Em pacientes esqueleticamente imaturos, 

curvas de até 20 graus geralmente não necessitam de tratamento, enquanto o uso de coletes é 

indicado para curvas entre 20 e 45 graus, podendo-se evitar a necessidade de tratamento 

cirúrgico (DOBBS, 2013). Contudo, em pacientes com curvas acima de 45 graus, o uso de 

coletes não alcança bons resultados e em geral é indicado o tratamento cirúrgico (WEINSTEIN; 

PONSETI, 1983). 

Na EC, metade dos casos apresenta progressão rápida da curvatura da coluna vertebral 

e necessita de tratamento cirúrgico, enquanto 25% das curvas progridem pouco e os 25% 
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restantes se estabilizam (DEBNATH et al., 2010). O tratamento da EC é 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 é o mais frequentemente empregado na EIA (WEINSTEIN 

et al., 2003). Durante muitos anos, o uso de coletes esteve em questionamento quanto à sua 

capacidade de evitar a progressão da escoliose (DANIELSSON et al., 2007). No entanto, 

estudos recentes mostram que a eficácia do uso dos coletes é diretamente proporcional ao 

número de horas diárias da sua utilização (DOBBS, 2013; SANDERS et al., 2014; NEGRINI 

et al., 2015; KAROL et al., 2016). Os coletes proporcionam correção passiva da deformidade 

com a aplicação de forças externas que melhoram o alinhamento da coluna e também correção 

ativa, pois a musculatura paravertebral desloca a coluna no sentido de se afastar dos pontos de 

pressão exercidos pelo colete (Figura 5) (DOBBS, 2013). 
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Figura 5. Tratamento conservador da escoliose com o uso de colete. O alinhamento correto da coluna 

é conseguido com o uso de órteses. Adaptado de CHENG et al., 2015. 

 

 

 
O tratamento conservador da EC é utilizado principalmente para o controle de curvas 

compensatórias que se desenvolvem acima e abaixo das malformações vertebrais. O tratamento 

dessas curvas com o uso de órteses pode impedir que se tornem rígidas e, por conseguinte, a 

necessidade de cirurgia para o seu tratamento definitivo (FEKETE et al., 2016). Ainda que o 

uso de coletes não evite a evolução das curvas principais da EC, nem todos os pacientes 

apresentam curvas progressivas e respondem favoravelmente ao tratamento conservador com 

o uso de coletes (MCMASTER; OHTSUKA, 1982). 
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1.2.2 Tratamento cirúrgico 

 
O tratamento cirúrgico da escoliose tem como objetivos principais impedir a 

progressão da deformidade e obter correção tridimensional da curvatura com equilíbrio 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 metálicos 

fixados às vertebras envolvidas na deformidade. A artrodese é limitada ao menor número de 

vértebras possível, a fim de preservar o movimento dos segmentos e restabelecer o equilíbrio 

coronal e sagital do tronco (Figura 6) (TROBISCH; SUESS; SCHWAB, 2010). A cirurgia para 

o tratamento da escoliose idiopática está indicada para os pacientes com curvas torácicas entre 

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

 

 
Figura 6. Tratamento cirúrgico da escoliose idiopática. (A) Radiografia panorâmica da coluna 

vertebral pré-operatória evidenciando as curvas na região torácica e lombar. (B) Fotografia intra- 

operatória da coluna após a correção da deformidade. (C) Radiografia panorâmica da coluna vertebral  

pós-operatória mostrando o alinhamento obtido com a cirurgia. Arquivo pessoal do autor. 
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O tratamento cirúrgico da EC é determinado principalmente pelo tipo e localização do 

defeito vertebral, pela idade do paciente e pela magnitude da deformidade. Os procedimentos 

utilizados no tratamento cirúrgico da EC normalmente envolvem artrodese da coluna, ressecção 

de hemivértebra, hemiepifisiodese da convexidade e métodos de correção sem artrodese, como 

o uso de hastes de crescimento. Muitas vezes esses pacientes têm curvas que progridem 

rapidamente durante a infância e a cirurgia precoce evita que a escoliose atinja magnitudes 

elevadas (KASPIRIS et al., 2011). Por outro lado, a artrodese da coluna em crianças leva à 

restrição do crescimento da caixa torácica e à limitação do volume de expansão pulmonar 

(HELL; CAMPBELL; HEFTI, 2005). Nesse contexto, outras técnicas como hastes de 

crescimento e tutores internos do crescimento da coluna são utilizadas para o manejo da 

curvatura, buscam retardar a artrodese da coluna (THOMPSON; AKBARNIA; CAMPBELL, 

2007). 

 
1.3 Escoliose e Osteopenia 

 
A osteopenia se refere à diminuição da densidade mineral óssea (BMD, bone mineral 

density) diagnosticada por densitometria. Valores do T-score, parâmetro que compara a BMD 

do paciente com a média da BMD de adultos jovens, entre 1,5 e 2,5 desvios-padrão estabelecem 

o diagnóstico de osteopenia e valores abaixo de 2,5 desvios-padrão estabelecem o diagnóstico 

de osteoporose (Organização Mundial de Saúde). 

A associação entre osteopenia e deformidades da coluna vertebral foi descrita pela 

primeira vez por Burner e colaboradores em 1982, em avaliação de radiografias do quadril de 

com EIA e cifose de Scheuerman (BURNER; BADGER; SHERMAN, 1982). Desde então, 

diversos estudos confirmaram essa relação, e a diminuição da BMD foi demonstrada não 

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 progressão da deformidade  (YIP et al., 2016). 

Os mecanismos que levam à osteopenia nos pacientes com escoliose não estão 

completamente elucidados e talvez sejam relacionados também à etiologia da EIA. Apesar de 

diversos estudos terem demonstrado a prevalência de diminuição da BMD na escoliose 

idiopática, poucos estudos sobre a qualidade óssea em escolioses de outras etiologias são 

encontrados na literatura. Em 2009, Zhu e colaboradores demonstraram pela primeira vez 

redução na densidade e conteúdo mineral ósseo de paciente com EC e EIA. Os autores 

demonstraram diminuição da BMD através de densitometria óssea do fêmur proximal e da 

coluna lombar e também por análise microtomográfica de amostras de tecido ósseo obtidas 

durante a cirurgia para a correção das deformidades (ZHU et al., 2009). Esse foi o primeiro 

trabalho a demonstrar diminuição da BMD em pacientes com escoliose de outras etiologias que 

não a idiopática, e seus achados levantaram a hipótese de que a osteopenia seja um fator em 

comum nas escolioses de diferentes etiologias. 

Embora a osteopenia resulte de diversos mecanismos celulares alterados, a diminuição 

da capacidade de diferenciação de células estromais derivadas de medula óssea em osteoblastos 

e concomitante aumento da diferenciação adipogênica é um dos mecanismos já descritos como 

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

 
O estudo de doenças em nível celular pode ser uma ferramenta importante para a 

compreensão da sua fisiopatologia. Células isoladas do paciente por carregar o material 

genético podem recapitular in vitro alterações funcionais do tecido alvo. Para as doenças do 

sistema musculoesquelético, as células estromais da medula óssea são um alvo informativo 

quanto à sua capacidade de regeneração e à manutenção da homeostase tecidual (MARTÍN et 

al., 2016). 

 
1.4.1 Células estromais derivadas da medula óssea 

 
As células estromais da medula óssea (bone marrow stromal cells, BMSC) constituem 

um grupo de células que se caracterizam pela capacidade de autorrenovação, isto é, podem 

multiplicar e manter seu estado indiferenciado, proporcionando reposição ativa de sua 

população. As BMSC participam da formação óssea intramembranosa e endocondral (KULAR 

et al., 2012; XIAO et al., 2016) e podem se diferenciar in vitro em osteoblastos, condrócitos e 

adipócitos (SPENCER; GIMBLE; LOPEZ, 2011). Além disso, são capazes de gerar osso e 

medula óssea quando transplantadas in vivo em sítios heterotópicos, criando até mesmo o 

compartimento estromal perivascular (BIANCO et al., 2010). Por essas propriedades, acredita- 

se que nessa população celular estejam contidos progenitores multipotentes para as linhagens 

esqueléticas (cartilagem, osso, adipócitos da medula óssea) e células estromais de sustentação 

à hematopoiese (DOMINICI et al., 2006). As BMSC podem ser isoladas em cultura por 

aderência ao plástico e caracterizadas pela expressão de proteínas de superfície como CD105, 

CD73 e CD90 e pela ausência de expressão de marcadores hematopoeticos e linfóides como 

CD34, CD45, CD14 e CD19 e de moléculas HLA. Elas representam menos de 0,01% da 

população de células mononucleares da medula óssea (DOMINICI et al., 2006). 
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1.4.2 BMSC no remodelamento ósseo 

 
O osso é um tipo de tecido conjuntivo dinâmico, formado e remodelado continuamente 

durante a vida a fim de proporcionar seu crescimento, adaptação mecânica, renovação tecidual 

e homeostase mineral (SOMMERFELDT; RUBIN, 2001). O remodelamento ósseo é um 

processo altamente coordenado entre dois tipos celulares principais: os osteoclastos, originados 

da linhagem hematopoética, que reabsorvem o tecido ósseo danificado, e os osteoblastos, 

oriundos das BMSC, que sintetizam osteoide a fim de remodelar e reconstituir a superfície 

óssea. Por esse processo, a homeostase mineral é regulada e o osso é renovado (FROST, 2001; 

PAPACHRONI et al., 2009). O controle acoplado da atividade desses dois tipos celulares é 

regulado por hormônios e moléculas sinalizadoras locais, e é de fundamental importância para 

a manutenção da integridade do esqueleto durante a vida. O desequilíbrio da atividade dessas 

células leva ao desenvolvimento de doenças como a osteoporose e a osteopetrose (PHAN; XU; 

ZHENG, 2004). 

A diferenciação de BMSC em osteoblastos envolve a ativação de fatores de transcrição 

específicos (KATAGIRI; TAKAHASHI, 2002). Esse processo engloba três fases de maturação 

celular: preosteoblastos, osteoblastos e osteócitos (PITTENGER et al., 1999). Diferentes 

fatores de transcrição como SOX9, MSX2, RUNX2 e OSTERIX regulam a diferenciação 

osteogênica, promovendo a proliferação e maturação dos osteoblastos. Fatores endócrinos e 

parácrinos como paratormônio e BMP, além de fatores exógenos como compressão mecânica 

e a ação da gravidade, também atuam no sentido de induzir as BMSC a se diferenciarem na 

linhagem osteogênica (Figura 7) (RUTKOVSKIY; STENSLØKKEN; VAAGE, 2016). 
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Figura 7. Ilustração do perfil de expressão gênica durante a diferenciação das BMSC na linhagem 

osteogênica. A diferenciação e a proliferação celular são reguladas por diferentes genes durante a 

cascata de diferenciação das BMSC na linhagem osteoblástica. Adaptado de LUU et al., 2011. 
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2. JUSTIFICATIVA E HIPÓTESE 

 

O Instituto Nacional de Traumatologia e Ortopedia Jamil Haddad (INTO) é um órgão 

da administração pública vinculado ao Ministério da Saúde, e constitui centro de referência 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 correção 

de deformidades. As deformidades progridem durante o período de espera, exigindo 

procedimentos cirúrgicos maiores e mais complexos. 

Assim, embora o tratamento da escoliose tenha como objetivo corrigir as deformidades 

da coluna vertebral, a osteopenia não é levada em consideração como um fator importante a ser 

incluído na abordagem inicial da doença. Ainda, os mecanismos celulares responsáveis pelo 

comprometimento da qualidade óssea nesses pacientes ainda estão sob investigação. O estudo 

das BMSC de pacientes com escoliose poderá contribuir para a melhor compreensão do seu 

potencial de formação óssea e colaborar para o 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 terapêuticas para melhorar a qualidade óssea 

desses pacientes. 
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3. OBJETIVOS 

 

3.1 Objetivo Principal 

 
Caracterizar o potencial de diferenciação osteogênica de células estromais derivadas 

da medula óssea de pacientes com escoliose congênita e escoliose idiopática do adolescente. 

 
3.2 Objetivo Específicos 

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

 

2. Avaliar a frequência na medula óssea e o potencial clonogênico de BMSC de pacientes 

com EC, EIA e de controles saudáveis; 

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

de controles saudáveis; 

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

pacientes com EC, EIA e de controles saudáveis; 

5. Avaliar o potencial de diferenciação in vitro nas linhagens osteogênica, adipogênica e 

condrogênica de BMSC de pacientes com EC, EIA e de controles saudáveis; 

 

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

EC, EIA e de controles saudáveis. 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1 Participantes da pesquisa 

 
Foram selecionados para participar do estudo pacientes tratados no INTOno período 

de Agosto de 2015 a Agosto de 2017, que concordaram com o Termo de Consentimento Livre 

e Esclarecido (Anexo A) aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da instituição (Anexo B). 

Foram convidados para participar do estudo: 

1. Pacientes de ambos os sexos e com qualquer idade, com escoliose congênita ou 

idiopática, diagnosticados por exame clínico e radiografias simples da coluna vertebral 

nas incidências anteroposterior e perfil e submetidos a tratamento cirúrgico no Centro 

de Doenças da Coluna Vertebral do Instituto. 

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

vertebral. 

Foram excluídos do estudo pacientes com neoplasias malignas e/ou em tratamento com 

imunossupressores ou quimioterápicos, e pacientes com sorologia positiva para HIV, Hepatite 

B ou C, história de doença osteometabólica e evidência de deformidade da coluna vetebral nos 

pacientes sem diagnóstico de EC/EIA. 

 
4.2 Coleta dos fragmentos ósseos 

 
Os fragmentos ósseos utilizados para o isolamento de BMSC foram coletados durante 

os procedimentos cirúrgicos para o tratamento de EC ou EIA (grupos escoliose) ou de fraturas 

secundárias a traumas (grupo controle). 

Nos pacientes com escoliose ou com lesão traumática na coluna vertebral, os 

fragmentos ósseos foram retirados dos processos transversos e espinhosos das vértebras do 
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segmento da coluna a ser artrodesado. Nos pacientes do grupo controle as amostras de tecido 

ósseo foram coletadas da região posterior da crista ilíaca durante abordagem posterior do 

quadril para o tratamento cirúrgico de fratura da pelve ou do foco de fratura de tíbia durante 

exposição no tratamento cirúrgico. 

 
4.3 Isolamento e expansão de células estromais da medula óssea 

 
Após a coleta, os fragmentos ósseos foram transportados em frascos estéreis para o 

Centro de Tecnologia Celular do INTO. No fluxo laminar, os fragmentos ósseos foram lavados 

em solução salina tamponada livre de cálcio e magnésio (CMF) para dissociação da medula 

óssea. Após a sedimentação das espículas ósseas, o sobrenadante foi recolhido e centrifugado 

a 200g por 5 min. O pellet celular foi ressuspenso em meio de expansão celular contendo α- 

MEM (α-Minimum Essential Medium, LGC Biotecnologia), suplementado com 20% de soro 

fetal bovino (SFB; Gibco) e 1% de antibióticos (penicilina G sódica 100 U/ml e estreptomicina 

100 µg/ml, Sigma-Aldrich). 

Para contagem de células mononucleares, uma alíquota da suspensão celular foi 

homogeneizada com solução de ácido acético a 2% (1:1, v:v) a fim de induzir a lise de 

hemácias. Após contagem em câmara de Neubauer, 3,0 x 10
5
 células mononucleares foram 

plaqueadas em garrafas de cultivo celular de 25 cm
2
, em triplicata, para a realização do ensaio 

de eficiência de formação de colônias (CFE). Para expansão celular, foram plaqueadas 4,0 x 

10
4
 células/cm

2
. Após três dias, as culturas foram lavadas com solução salina tamponada de 

fosfato (PBS, Sigma-Aldrich) para remoção das células não aderentescom troca do meio de 

cultivo. Durante a expansão celular nos 11 dias seguintes, o meio de cultivo foi trocado a cada 

três dias com as células foram mantidas em incubadoras com 5% CO2 e a 37°C. Para a 

realização dos experimentos as células foram expandidas até no máximo a passagem quatro. 
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4.4 Ensaio de eficiência de formação de colônias 

 
Após 14 dias do isolamento das BMSC, as unidades formadoras de colônias 

fibroblastoides (CFU-F) foram fixadas com paraformaldeído a 4% em PBS (Sigma-Aldrich) 

por 15 minutos e coradas com solução aquosa de cristal violeta a 1% (Sigma-Aldrich). Após 

lavagem em água corrente e secagem à temperatura ambiente (T.A.), as colônias contendo mais 

de 50 células foram quantificadas manualmente e tiveram seus diâmetros mensurados com 

auxílio de régua milimetrada. O número de CFU-F foi normalizado pelo número de células 

mononucleares plaqueadas (2,0 x 10
5
 células). 

4.5 Análise do tempo de duplicação celular (population doubling time, PDT) 

 
O tempo necessário para as duplicações celulares foi avaliado durante a fase de 

expansão celular in vitro. Para o cálculo foram considerados o número de células plaqueadas, 

o número de células obtidas ao final de cada passagem e o intervalo de tempo compreendido 

em cada passagem. Foi utilizada solução de azul de tripan (0,4% em PBS, Sigma-Aldrich) para 

a exclusão de células mortas nas contagens celulares. O tempo de um ciclo de duplicação celular 

foi calculado através da fórmula: PDT = ∆T x log (2)/ (log Nf – log Ni), onde ∆T é o intervalo 

de tempo em dias, Nf é o número de células final e Ni é o número de células inicial. Para esses 

cálculos, 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 realização da citometria de fluxo, foram utilizadas 8,0 x 10

4
 células por tubo de 

análise. As células foram incubadas com tampão de (solução de PBS com 3% de SFB) por 30 

min a 4C. Após centrifugação 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). Após incubação por 30 min a 4C, protegido da luz, as células 

foram lavadas duas vezes e ressuspensas em tampão para leitura no citômetro de fluxo BD 

Accuri (BD Biosciences). A análise foi realizada no software do BD Accuri C6. Foram 

considerados para a análise pelo menos 20.000 eventos dentro da região de interesse. 

 
4.7 Ensaios de diferenciação in vitro 

 
4.7.1 Diferenciação osteogênica 

 
Um total de de 1,3 x 10

4
 células/cm

2
 foram plaqueadas em placas de 24 poços, 

contendo 1 mL de α-MEM com 20% SFB e antibióticos por poço. Após confluência até 

formação de monocamada, as células foram incubadas em meio osteogênico composto de α- 

MEM suplementado com 20% de SFB, 10 mM de β-glicerofosfato, 5 µg/ml de ácido ascórbico 

2-fosfato e 10
-6

 M de dexametasona (todos da Sigma-Aldrich). A troca de meio foi realizada a 

cada 3 dias, e o ensaio foi conduzido até o 14
o
 dia. Como controle experimental, células também 

foram mantidas em meio de expansão celular (α-MEM suplementado com 20% de SFB) 

durante os 14 dias do ensaio. As células foram mantidas em incubadoras com 5% CO2 a 37°C. 

O ensaio de diferenciação foi realizado em triplicatas e a visualização dos focos de 

mineralização foi realizada a coloração pelo vermelho de alizarina. 

Para detecção de matriz mineralizada as células foram lavadas com PBS e fixadas em 

paraformaldeído 4% em PBS por 15 min à TA. Após lavagem com água destilada, as células 

foram incubadas com vermelho de alizarina 40 mM (Sigma-Aldrich) por 30 minutos em 

agitação branda. Por fim, as células foram lavadas 5 vezes com água destilada. As células foram 

inspecionadas em microscópio óptico (TS100, Nikon) e as fotomicrografias foram adquiridas 

com câmera digital Nikon Digital Sight DS-U3 (Nikon). 
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4.7.2 Diferenciação adipogênica 

 
Um total de 1,3 x 10

4
 células/cm

2
 foram plaqueadas em placas de 24 poços, contendo 

1 mL de α-MEM com 20% SFB e antibióticos. Após confluência total da monocamada, as 

células foram incubadas em meio adipogênico composto de α-MEM suplementado com 20% 

SFB, 0,5 mM de isobutilmetilxantina, 10
-8

 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 diferenciação foi realizado em triplicatas. As células 

foram mantidas em incubadoras com 5% CO2 a 37°C e o acúmulo lipídico intracitoplasmático 

foi avaliado pela coloração de Oil Red O. Após fixação com paraformoldeído a 4% em PBS 

(15 minutos, à TA), as células foram incubadas com propilenoglicol P.A. (Sigma-Aldrich) por 

2 minutos e com solução de Oil Red O a 0,5% (em propilenoglicol, Sigma-Aldrich) por mais 

20 minutos à TA. O excesso de corante foi removido em lavagem com solução de 

propilenoglicol a 85%, seguida por três lavagens em água destilada. As fotomicrografias foram 

adquiridas em microscópio óptico TS100 (Nikon), equipado com câmera digital Nikon Digital 

Sight DS-U3 (Nikon). 

 
4.7.3 Diferenciação condrogênica 

 
Para a indução da diferenciação condrogênica, 1,0 x 10

5
 células foram ressuspensas 

em 10 µL de α-MEM suplementado com 20% SFB e plaqueadas em placas de 96 poços. Após 

30 minutos, o meio de cultivo foi trocado por meio condrogênico StemPro® (Gibco, Life 

Tecnologies). As células foram mantidas em incubadora com 5% CO2 a 37°C por 21 dias, sendo 

o meio trocado a cada três dias. A detecção de proteoglicanos sulfatados foi realizada pela 

coloração com azul de alcian. 
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As esferas celulares formadas durante o processo de diferenciação condrogênica foram 

lavadas com PBS e fixadas com paraformaldeído a 4% por 1 hora à T.A. Após inclusão em 

parafina, foram obtidos cortes histológicos com 6 µm de espessura. Em seguida, os cortes foram 

corados por 30 minutos em solução de azul de alcian 1% (Santa Cruz Biotechnology) em ácido 

acético 3% (pH 2,5). As fotomicrografias foram adquiridas em microscópio óptico Eclipse 

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

 
4.8 Ensaio de diferenciação osteogênica in vivo 

 
Um total de 1,0 x 10

6
 células foram ressuspensas em 1 mL de α-MEM com 20% SFB, 

misturadas a 30 mg de hidroxiapatita/tricalciofosfato em pó (Osteoset® T, Wright Medical) e 

incubadas por 12 horas em microtubo fechado em estufa a 5% CO2 e a 37°C. Após descartar o 

sobrenadante, 15 µL de fibrinogênio humano (3,2 mg/mL em PBS) e 15 µL de trombina humana 

(100 U/mL em solução 0,1% w/v de albumina bovina) (ambos da Sigma) foram adicionados ao 

agregado de células. Aguardadas 3 horas para a polimerização da fibrina, os agregados de 

células e hidroxiapatita foram moldados em pequenas esferas e implantados no tecido 

subcutâneo do dorso de camundongos imunodeficientes (C57BL/6.Cg-Foxn1nu/NTAcUnib) 

com oito semanas de idade. A indução anestésica foi realizada em câmara de indução com 

concentração alveolar mínima de isoflurano (BioChimico) de 5,0% e a manutenção foi 

realizada com 2,0% através de máscara facial acoplada a vaporizador universal (Insight Ltda, 

Ribeirão Preto, SP, Brasil). Durante a anestesia foram avaliados os parâmetros: reflexo podal 

de retirada, tônus muscular, frequências cardíaca e respiratória. Todos os procedimentos foram 

realizados de acordo com as normas do Comitê de Ética de Utilização de Animais (CEUA) da 

instituição, registrados sob o número 002/2014 (Anexo E). Após 12 semanas, os animais foram 

eutanasiados por anestesia profunda, os implantes foram coletados e fixados por 24 h em 

solução de paraformoldeído a 4% em PBS e preparados para análise histológica. 
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4.9 Análise histológica 

 
Após a fixação os implantes foram submetidos a descalcificação por três dias em 

solução de ácido nítrico 10%. Em seguida, foram lavados em água corrente e desidratados em 

gradiente crescente de álcool (80%, 90%, 95% e 100%), clarificados em xilol e incluídos em 

parafina. Os cortes histológicos obtidos com 6 µm de espessura foram desparafinizados em 

xilol, hidratados em gradiente decrescente de álcool (100%, 95%, 70% e água destilada) e 

corados com hematoxilina e eosina (H&E). As fotomicrografias foram adquiridas em 

microscópio óptico Eclipse E600 (Nikon) equipado com câmera digital Nikon Digital Sight 

DS-U3 (Nikon). 

 

4.10 Análise estatística 

 
Para a detecção 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 distribuição da amostra foi analisada pelo teste de Shapiro-Wilk. Os valores 

numéricos foram expressos como média ± desvio padrão (DP). Comparações entre os grupos 

controle, EC e EIA foram realizadas por One-Way ANOVA seguido por pós-teste de 

comparação múltipla de Tukey. Foi adotado intervalo de confiança de 95% para consideração 

de significância estatística. Todas as análises foram realizadas utilizando-se o software 

GraphPad Prism 6. 

http://www.graphpad.com/quickcalcs/grubbs1/
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5. RESULTADOS 

 
 

Foram coletadas amostras de 36 pacientes, distribuídos segundo o grupo experimental 

a que pertenciam. O grupo escoliose congênita (EC) foi constituído 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 ângulo de Cobb da maior curvatura da coluna foi de 64,5  20,04 graus. O grupo 

escoliose idiopática 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 ângulo 

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. Três pacientes apresentavam fratura vertebral, dois, fratura da pelve 

e um, fratura da tíbia (Tabela 1). 
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Controle 

Ângulo de 

Cobb 

Tipo de 

malformação 

vertebral 

Sítio da fratura Idade Sexo Grupo 

 
 

Tabela 1. Características dos participantes da pesquisa 
 
 

masculino 31 Fratura de Pelve -- -- 
 

feminino 18 Fratura de Pelve -- -- 
 

masculino 23 Fratura de tíbia -- -- 
 

feminino 31 Fratura de vértebra -- -- 
 

masculino 36 Fratura de vértebra -- -- 
 

masculino 17 Fratura de vértebra -- -- 

Escoliose congênita     

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 -- 
Hemivértebra T9 + 

barra óssea 
51 

feminino 25 -- Hemivértebra T8 93 

   Barra óssea +  

masculino 21 -- hemivértebras 97 
   torácicas  

masculino 15 -- Hemivértebra L4 40 

feminino 23 -- Hemivértebra L3 73 

feminino 9 -- Hemivértebra T9 45 

Escoliose idiopática do ad olescente    

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 
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5.2 Frequência das células estromais da medula óssea (BMSC) 

 
Para a determinação da frequência de BMSC nos grupos controle, EC e EIA foi 

realizada a contagem de unidades formadoras de colônias fibroblastoides (CFU-F) após 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 diferença 

estatisticamente significativa entre os grupos controle e EIA (p<0,05) (Figura 8B). O potencial 

de clonogênico das BMSC foi avaliado pela mensuração do diâmetro das CFU-F. A média do 

diâmetro 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, não havendo diferença estatisticamente significativa entre os 

grupos (Figura 8C, p=0,29). 

 

 

 

Figura 8. Ensaio de eficiência de unidades formadoras de colônias fibroblastoides. (A) Aspecto 

macroscópico das CFU-F coradas com cristal violeta, após 14 dias em cultura. (B) Número de CFU-F 

por 2 x 10
5
 células mononucleares plaqueadas por garrafa de 25 cm

2
. (C) Diâmetro das CFU-F. Dados 

representados como média  DP. * p <0,05. 
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5.3 Caracterização da proliferação 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 duplicação celular (population doubling time, 

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

comparação 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). 

 

 
 

 

Figura 9. Análise do tempo de duplicação das BMSC. (A) Fotomicrografia demonstrando a 

morfologia fibroblastoide de BMSC do grupo controle na passagem 2. (B) Tempo de duplicação celular. 

Dados representados como média  DP. Em A, barra de escala equivale a 100 m. * p <0,05. 
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5.4 Perfil imunofenotípico das BMSC 

 
Para caracterizar as células isoladas da medula óssea, investigamos o perfil de 

marcadores de superfície nos diferentes grupos experimentais através de citometria de fluxo, 

para a presença das proteínas CD73, CD90, CD146 (característicos de BMSC) além 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 três 

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 população celular expressavam CD73/CD90/CD146. As células do grupo EIA 

expressavam CD73 em 93,3  12,4% de sua população, CD90 em 94,6  8,8%, CD146 em 64,4 

 22,6% e os três marcadores simultaneamente em 61,3  20,8%. Em relação aos antígenos da 

linhagem hematopoiética, foi observada a presença 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 

frequência dos diferentes marcadores de superfície encontra-se resumida na Figura 10. 
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Figura 10. Imunofenotipagem das BMSC. (A) Histogramas representativos demostrando a expressão 

(curvas em verde) das proteínas de superfície CD73, CD146, CD90, CD34 e CD45 em comparação ao  

controle negativo (curvas em cinza). (B) Gráficos representativos dot plot demonstrando seleção da 

população duplo positiva para CD73/CD90 e, em sequência, da população triplo positiva para 

CD73/CD90/CD146. (C) Frequência dos marcadores CD73, CD90 e CD 146 nos grupos controle, EC  

e escoliose idiopática. (D) Frequência dos marcadores CD34 e CD45 nos grupos controle, EC e escoliose 

idiopática. Barras representam médias DP. BMSC controle n=4; BMSC/EC n=5; BMSC/EIA n=9. 
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5.5 Potencial de diferenciação in vitro das BMSC 

 
Para a determinação do potencial de diferenciação das BMSC dos três grupos 

experimentais, foram realizados ensaios de diferenciação in vitro para as seguintes linhagens 

celulares: osteogênica, adipogênica e condrocítica. 

A diferenciação adipogênica ocorreu nos três grupos após a coloração pelo Oil Red O 

evidenciada por gotículas de cor alaranjada indicando a presença de lipídios no interior da 

célula (Figura 11B). A diferenciação osteogênica foi evidenciada após a coloração com 

vermelho de alizarina através da identificação de depósitos de sais de cálcio (Figura 11C). 

Todas as BMSC (duas amostras do grupo controle, três do grupo EC e uma do grupo EIA), 

submetidas aos protocolos de diferenciação osteogênica e adipocítica demonstraram 

capacidade de diferenciação em adipócitos e osteoblastos. 
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Figura 11. Diferenciação osteogênica e adipocítica in vitro das BMSC em adipócitos e osteoblastos. 

(A) Morfologia de BMSC em confluência na terceira passagem. (B) Coloração peloOil Red O após três 

semanas de indução adipogênica. (C) Coloração pelo vermelho de alizarina após duas semanas de 

indução osteogênica. Barras de escala em correspondem a 100 m. 

 

 
Para verificar o potencial de diferenciação condrogênica das BMSC, células derivadas 

de dois pacientes com EIA e de um paciente com EC foram induzidas por 21 dias à 

diferenciação tridimensional em esferas condrogênicas. Foi utilizada a coloração azul de alcian 

para a identificação de proteoglicanos sulfatados na matriz extracelular das esferas. Ao final do 

processo de indução da diferenciação as três amostras testadas foram positivas para 

proteoglicanos sulfatados (Figura 12). 



33  

 

 

 
 

 

Figura 12. Diferenciação in vitro das BMSC na linhagem condrogênica. Fotomicrografias 

representativas da diferenciação condrogênica in vitro induzidas por 21 dias. A localização das células 

no interior de lacunas (cabeça de setas) e a positividade da matriz extracelular para glicosaminoglicanos 

confirmam a indução do fenótipo nas BMSC/EIA (A e C) e BMSC/EC (B e D). A e B: coloração pela 

H&E; C e D: coloração pelo azul de alcian. Barras de escala equivalem a 200 µm. BMSC/EC n=1; 

BMSC/EIA n=2. 

 
5.6 Avaliação da diferenciação in vivo das BMSC 

 
Além dos ensaios de diferenciação in vitro, para testar o potencial de diferenciação 

osteogênica in vivo, BMSC dos três grupos experimentais foram introduzidas em associação 

com hidroxiapatita no tecido subcutâneo do dorso de camundongos imunodeficientes. 

Após 12 semanas em uma das amostras do grupo controle houve formação de tecido 

ósseo com osteócitos embebidos na matriz mineralizada, vasos sanguíneos e sítios de 

hematopoiese (Figura 13A e B). 
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Nos dois implantes realizados com BMSC de pacientes com EC não houve formação 

de tecido ósseo. Os cristais de hidroxiapatita mostravam relação apenas com tecido conjuntivo 

rico em fibras colágenas contendo células gigantes multinucleadas e vasos neoformados (Figura 

13 C e D). 

Das três amostras de EIA, em duas houve formação de tecido ósseo. O tecido 

neoformado in vivo reproduziu a microarquitetura do osso esponjoso, evidenciada por 

trabéculas ósseas interconectadas dispostas em torno dos cristais de hidroxiapatita, atividade de 

formação comprovada pela presença de revestimento da superfície por matriz osteóide em 

relação com osteoblastos cuboidais e ainda pela formação de estroma de sustentação da medula 

óssea contendo sítios de hematopoiese. O conjunto desses achados histológicos comprova a 

capacidade das células transplantadas em recapitular o microambiente da medula óssea (Figura 

13 E e F). 
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Figura 13. Diferenciação osteogênica in vivo das BMSC. Fotomicrografias representativas de cortes 

histológicos dos implantes de hidroxiapatita e BMSC após 12 semanas de inserção no tecido subcutâneo 

do dorso de camundongos imunodeficientes. (A) Amostra do grupo controle evidenciando formação  

óssea. (B) Detalhe em maior aumento dos osteócitos no interior de lacunas e aprisionados na matriz 

mineralizada, vasos neoformados (estrela) e sítios de hematopoiese (asterisco). (C) Amostra do grupo 

EC evidenciando a formação de tecido conjuntivo fibroso em relação com os cristais de hidroxiapatita  

(HA). (D) Detalhe em maior aumento das fibras colágenas (seta) e célula gigante multinucleada (cabeça 

de seta). (E) Amostra do grupo EIA evidenciando formação óssea exuberante. (F) Detalhe em maior  

aumento dos osteócitos (seta), osteoblastos (cabeça de seta), vasos neoformados (estrela) e sítios de 

hematopoiese (asterisco). Barras de escala em A, C e E correspondem a 100 µm. Barras de escala em 

B, D e F correspondem a 200 µm. BMSC controle n=2; BMSC/EC n=2; BMSC/EIA n=3. 
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6. DISCUSSÃO 
 

Durante o período de crescimento, o esqueleto se desenvolve e é esculpido até alcançar 

o formato e tamanho observados na maturidade. Da primeira infância até o final da 

adolescência, a atividade de formação predomina sobre a de reabsorção óssea, resultando em 

aumento da massa óssea (BACHRACH et al., 1999; HENRY; FATAYERJI; EASTELL, 2004). 

Dependendo do sítio do esqueleto, o crescimento linear ósseo ocorre em diferentes velocidades. 

Enquanto o crescimento do esqueleto apendicular é prevalente antes da puberdade, o conteúdo 

mineral e a densidade mineral ósseos 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 período 

crítico do desenvolvimento para que deficiências na síntese de matriz óssea possam se 

manifestar. A importância do estirão de crescimento durante a puberdade para a progressão da 

deformidade na EIA é bem caracterizada (BUSSCHER; WAPSTRA; VELDHUIZEN, 2010; 

COILLARD; CIRCO; RIVARD, 2013). 

Desde de a primeira observação de Burner e colaboradores, em 1982, sobre a redução 

da BMD em pacientes com deformidades na coluna, diversos trabalhos demonstraram a 

ocorrência 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 doença multifatorial e de causas ainda pouco conhecidas, sabe-se que a 

osteopenia nos pacientes com EIA é primária e não secundária à deformidade da coluna 

vertebral (CHENG; GUO, 1997). A osteopenia pode ter como causa alterações no 

desenvolvimento e no metabolismo do tecido ósseo (CHEUNG et al., 2006; LAM et al., 2011). 

Além disso, o valor prognóstico que a BMD apresenta na progressão da curva da EIA sugere 

que o desenvolvimento e a progressão da doença tenham uma base metabólica (YIP et al., 

2016). 
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Os relatos da literatura sobre a BMD em pacientes com escoliose de outras etiologias 

que não a EIA ainda são escassos. O único estudo realizado em amostras de osso da crista ilíaca 

de pacientes com EC mostrou redução no número de trabéculas e no volume mineral ósseo 

desses pacientes em relação a pacientes com EIA (ZHU et al., 2009). Como a EC ocorre por 

alterações nos precursores vertebrais (somitos), teoricamente, o metabolismo ósseo não estaria 

alterado neste grupo de pacientes. As deformidades precoces na EC possivelmente limitam o 

desenvolvimento pulmonar resultando em menor nível de atividade física e osteopenia. 

A formação, o desenvolvimento e a homeostase do tecido ósseo são processos que 

dependem do equilíbrio da atividade de duas linhagens celulares: as células formadoras de osso 

(osteoblastos) e as células reabsortivas do osso (osteoclastos) (FROST, 2001). Esses tipos 

celulares são derivados de linhagens celulares diferentes. As células formadoras de osso 

derivam das BMSC e os osteoclastos são derivados da linhagem hematopoética (TITORENCU 

et al., 2014). 

 

Admite-se que a osteopenia possa ser causada por um desequilíbrio entre a reabsorção 

e a formação óssea, levando à redução da massa óssea total. Na osteoporose, a menor 

capacidade de formação óssea resulta, em parte, de um número reduzido da população de 

osteoblastos e de seus precursores (BYERS et al., 1997; RODRÍGUEZ et al., 1999; WOLF; 

PENDERGRASS, 1999; PARFITT et al., 2009). No ensaio de CFU-E, o número de colônias 

formadas por um número definido de células da medula óssea plaqueadas representa a 

enumeração in vitro de um subgrupo de células da medula óssea com potencial clonogênico 

(KUZNETSOV et al., 2009). A população de células que formam as CFU-F é heterogênea e 

contém células-tronco esqueléticas (SSC, skeletal stem cells) multipotentes, capazes de formar 

cartilagem, osso, estroma de suporte à hematopoese e adipócitos, além progenitores 

comprometidos apenas com as linhagens osteogênica, condrogênica ou adipogênica 
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(FRIEDENSTEIN, 1980). Apesar de não haver marcadores que possam separar 

prospectivamente CFU-F multipotenciais de CFU-F mais comprometidas, o ensaio de CFU-E 

atualmente é a abordagem mais próxima para a determinação da concentração de SSC na 

medula óssea (BIANCO P. e ROBEY P.G., 2004). 

Nossos dados demonstraram que a medula óssea vertebral de pacientes portadores de 

EIA apresenta menor número de CFU-F em relação a pacientes do grupo controle sem 

escoliose. A redução do número de CFU-F em pacientes com EIA pode ter como consequência 

a redução do número de osteoblastos presentes nas unidades de remodelação óssea (BMU, bone 

modeling units) e, por conseguinte, gerar um balanço negativo da formação, levando à 

osteopenia. Os resultados do ensaio de CFE não demonstraram diferenças nos diâmetros das 

colônias, sugerindo que a frequência, mas não o potencial clonogênico de células progenitoras 

esqueléticas, possa estar relacionada à EIA. Já foi reportado que baixa CFE está relacionada 

com a redução da densidade mineral óssea em receptores de transplante de medula óssea 

(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 alterações na sua frequência em pacientes com EIA. Em 

um estudo sobre qualidade óssea em EIA, em modelo de galinhas pinealectomizadas (obtido 

por remoção da glândula pineal), foi observado que a osteopenia está relacionada com a redução 

da população de osteoblastos e não com o aumento da população de osteoclastos (KONO et al., 

2011; ISHIDA et al., 2016). Esses achados sugerem que a redução do potencial proliferativo de 

osteoblastos, da disponibilidade de suas células progenitoras ou ainda do potencial de 

diferenciação de sua progênie poderiam contribuir para a patogenia da redução da massa óssea. 

Nossos dados também demonstraram que o tempo de duplicação populacional das 

BMSC EIA é maior em relação às BMSC de pacientes controle e de EC. Embora as BMSC 
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sejam capazes de proliferar de forma a gerar um número suficiente de células por um período 

de tempo relativamente curto (COLTER et al., 2000; SEKIYA et al., 2002), as BMSC tendem 

a diminuir sua capacidade proliferativa como consequência da ausência da atividade de 

telomerase in vitro (BANFI et al., 2002). O aumento do PDT das BMSC EIA é indicativo de 

senescência precoce em relação às células dos outros grupos controle e EC. Entretanto, para 

confirmar essa possibilidade, seria ainda necessário analisar outros marcadores de senescência 

celular como expressão das proteínas de controle do ciclo celular p16 e p21 (STEIN et al., 

1999), tamanho de telômeros (SHAWI; AUTEXIER, 2008) ou caracterizar a atividade de - 

galactosidase (ITAHANA; CAMPISI; DIMRI, 2007). 

Há mais de dez anos a Sociedade Internacional de Terapia Celular adotou critérios 

mínimos para definir características de BMSC cultivadas in vitro (DOMINICI et al., 2006). 

Foram estabelecidos como padrão para essas células: capacidade de aderência ao plástico do 

frasco de cultivo celular, a expressão de moléculas CD (cluster of differentiation) na superfície 

celular como CD105, CD73 e CD90 e a ausência de expressão de CD45, CD34, CD14 ou 

CD11b, e CD79a ou CD19; e de moléculas de superfície HLA-DR, além da capacidade de 

diferenciação nas linhagens osteogênica, condrogênica e adipogênica in vitro. Em 2007, 

Sacchetti e colaboradores demonstraram que células reticulares da medula óssea expressando 

CD146 eram capazes de dar suporte à formação do sistema hematopoético e de gerar ossículos 

ectópicos em camundongos imunodeficientes (SACCHETTI et al., 2007). Em nosso estudo, 

observamos que células isoladas dos três grupos experimentais apresentaram padrão similar de 

expressão de CD73, CD90, CD146, CD34 e CD45. Esse resultado está 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 relação ao potencial de diferenciação das BMSC, verificamos que todas as células 

testadas apresentaram capacidade de diferenciação in vitro para as linhagens osteogênica, 

adipogênica e condrogênica. Apesar do ensaio in vitro ser considerado um dos pré-requisitos 

para caracterizar funcionalmente as BMSC, a reprodutibilidade e precisão desses achados 

devem ser confirmados por outros métodos (BONEWALD et al., 2003). Para isso, realizamos 

ensaios de diferenciação osteogênica in vivo através do transplante de BMSC com partículas de 

hidroxiapatita em animais imunodeficientes. A formação heterotópica de tecido ósseo ocorreu 

no grupo controle e EIA. Contudo, BMSC de dos dois pacientes EC não formaram osso in vivo. 

Esse achado pode ser explicado por limitações no número de ensaios realizados, pela 

variabilidade na capacidade osteogênica de BMSC de diferentes doadores (PHINNEY et al., 

1999) ou, ainda, representar deficiência no potencial osteogênico dessas células. 

A diferenciação das BMSC em osteoblastos é um processo que pode ser divido em 

quatro etapas consecutivas: comprometimento das BMSC com a linhagem osteogênica, 

proliferação celular, produção e mineralização da matriz óssea (TAIPALEENMÄKI et al., 

2012). Esse processo é altamente regulado, e cada estágio da diferenciação e é caracterizado 

pela expressão de fatores de transcrição específicos. BMSC comprometidas com a linhagem 

osteogênica dão origem às células osteoprogenitoras, que se diferenciam em pré-osteoblastos, 

osteoblastos, osteócitos e em células de revestimento (OREFFO et al., 2005). A expressão do 

fator de transcrição RUNX-2, essencial para os processos iniciais de diferenciação osteogênica, 

encontra-se reduzida em pacientes com EIA e BMD reduzida (WANG et al., 2014). Além disso, 

Zhuang e colaboradores em análise de microarray de BMSC de pacientes com EIA 

demonstraram alteração na expressão de genes relacionados às vias de sinalização de MAPK, 

Notch e de adesão celular, dentre outras (ZHUANG et al., 2016). Esses resultados corroboram 

outros achados do mesmo autor em 2011 que demonstraram alterações no nível de proteínas 
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relacionadas com o metabolismo celular, com a sinalização de cálcio e com modulação da 

ossificação endocondral (LOONES; MORANGE, 1998; ZHUANG et al., 2011). Mais 

recentemente, em 2017, Wang e colaboradores analisaram amostras ósseas obtidas de crista 

ilíaca de pacientes com EIA e controles, demonstrando diminuição da expressão de RUNX-2 e 

aumento de expressão de TRAP, sugerindo como provável mecanismo para a diminuição da 

massa óssea, a redução da diferenciação osteogênica e o aumento de atividade osteoclástica, 

respectivamente. 

A redução do potencial funcional de BMSC de EC em formar osso in vivo pode ser 

explicada por alterações na regulação de suas vias de diferenciação com implicações diretas 

sobre a BMD. Em 2009, Zhu e colaboradores foram os primeiros a reportar menor BMD em 

pacientes com EC em comparação com indivíduos saudáveis. Além da redução de BMD, a 

microarquitetura óssea desses pacientes mostrou-se alterada em relação a controle saudáveis e 

a pacientes de EIA, traduzida por redução da espessura e número de trabéculas do osso 

esponjoso (ZHU et al., 2009). 

Embora os mecanismos moleculares que contribuem para a osteopenia e para as 

alterações da qualidade óssea na EIA e EC ainda sejam desconhecidos, a relação biológica entre 

EC e EIA tem sido recentemente considerada. Em estudo publicado em 2002, foi reportado que 

de 237 crianças com EC, em 17% das famílias havia casos de escoliose idiopática (PURKISS 

et al., 2002). Mais recentemente, foi demonstrado que mutações em ptk7, um regulador da via 

de sinalização de Wnt, podem contribuir para a patogenia de EIA e EC (HAYES et al., 2014). 

Sendo a osteopenia apontada como um traço em comum a ambas, nosso estudo sinaliza para a 

possibilidade de que BMSC/SSC possam estar envolvidas em ambas as condições. Apesar das 

limitações, podemos propor que a osteopenia associada a EIA resultaria de menor frequência e 

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

diferenciação osteogênica, sem alterações na frequência e capacidade proliferativa das BMSC. 
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7. CONCLUSÕES 

 

O potencial osteogênico de células estromais isoladas da medula óssea de pacientes de 

EIA é comparável ao de pacientes sem escoliose. Contudo, essas células encontram-se em 

número reduzido na medula óssea vertebral e apresentam potencial proliferativo reduzido in 

vitro. Em contrapartida, as células estromais isoladas da medula óssea de pacientes de EC são 

encontradas em frequência similar ao de pacientes sem escoliose, mas não preservam o mesmo 

grau de funcionalidade em ensaios de diferenciação osteogênica in vivo. Tais observações são 

compatíveis com a hipótese de que deficiências quantitativas e qualitativas de BMSC possam 

estar implicadas, respectivamente, na patogenia da EIA e da EC. 
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