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RESUMO

A engenharia de tecidos € uma area que vem como alternativa para compensar a
esassez de o6rgdos para transplante e as células-tronco mesenquimais vém como alternativa
para a reconstrucdo de novos tecidos. As ceulas-tronco mesenquimais tém sido uma
alternativa no processo de reparo de fraturas e na reconstrucdo da cartilagem artigular. O
objetivo deste trabalho é analisar a literatura e desenvolver uma revisao sistematica sobre o
uso de células-tronco mesenquimais no tratamento de pacientes que apresentaram fraturas
Osseas ou osteoartrite. O protocolo de revisdo sistematica foi planejado de acordo com o
Cochrane Handbook for Systematic Reviews of Interventions, a questdo PICO a ser
respondida: "Ha melhora na regeneracdo Ossea e cartilaginosa com o uso de células-tronco
mesenguimais em pacientes com fratura 6ssea ou osteoartrite?". As buscas foram realizadas
nas seguintes bases de dados: US National Library of Medicine (Pubmed / MEDLINE),
Excerpta Medica Database (EMBASE), Scientific Electronic Library Online (SCIELO), BVS
(LILACS) e Cochrane Controlled Trials Database. A triagem dos titulos e resumos foi
realizada por dois pesquisadores e as discordancias arbitradas por um terceiro avaliador. A
pesquisa resultou em seis artigos e demonstrou que o uso de células-tronco mesenquimais séo
eficientes no reparo de fraturas e na regeneracao da cartilagem em pacientes com osteoartrite.
Porém, o nimero de estudos em humanos ainda é restrito. Assim, sugerimos a realizacdo de
mais estudos randomizados envolvendo um namero maior de pacientes tratados e com

acompanhamento a longo prazo.

Descritores: Terapia Celular; Célula-Tronco Mesenquimal; Consolidagdo da Fratura;
Osteoartrite.



ABSTRACT

Tissue engineering is an area that comes as an alternative to compensate for the
shortage of organs for transplantation and mesenchymal stem cells come as an alternative for
the reconstruction of new tissues. Mesenchymal stem cells have been an alternative in the
fracture repair process and in the reconstruction of articular cartilage. The objective of this
work is to analyze the literature and develop a systematic review on the use of mesenchymal
stem cells in the treatment of patients who presented bone fractures or osteoarthritis. The
systematic review protocol was designed according to the Cochrane Handbook for Systematic
Reviews of Interventions, the PICO question to be answered: "Is there improvement in bone
and cartilage regeneration with the use of mesenchymal stem cells in patients with bone
fracture or osteoarthritis? . Searches were performed in the following databases: US National
Library of Medicine (Pubmed / MEDLINE), Excerpta Medica Database (EMBASE),
Scientific Electronic Library Online (SCIELO), VHL (LILACS) and Cochrane Controlled
Trials Database. The screening of titles and abstracts was performed by two researchers and
disagreements were arbitrated by a third evaluator. The research resulted in six articles and
demonstrated that the use of mesenchymal stem cells is efficient in fracture repair and
cartilage regeneration in patients with osteoarthritis. However, the number of studies in
humans is still limited. Therefore, we suggest conducting more randomized studies involving

a larger number of treated patients with long-term follow-up.

Medical Subject Headings: Cell Therapy; Mesenchymal Stem Cells; Fracture Healing;
Osteoarthritis
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1 INTRODUCAO

A engenharia de tecidos € uma area que vem crescendo a cada ano e tem como
objetivo a regeneracdo de novos tecidos a parti de suporte de biomateriais e fatores de
crescimento utilizando células-tronco.

As células-tronco sdo células indiferenciadas que sdo capazes de se diferenciarem em
diversas linhagens de células e tem a capacidade de se autorenovarem. Elas séo classificadas
como ceélulas-tronco embrionérias, pluripotentes induzidas e multipotentes (células-tronco
mesenguimais).

As células-tronco mesenquimais sdo células adultas capazes de se diferenciarem em
células especializadas, possuem capacidade anti-inflamat6ria, imunorregulatéria e
imunossupressora, sdo as células mais utilizadas na medicina regenerativa/engenharia de
tecidos por serem encontradas em varios 6rgaos e tecidos.

Os tecidos mais estudados na engenharia de tecidos sdo o0s tecidos 0sseo e
cartilaginoso.

O processo de reparo 0ssea € iniciado imediatamente ap6s a lesdo, a partir dai é
iniciado uma série de mecanismo fisiol6gicos com o objetivo de substituir o tecido lesado por
uma nova matriz dssea, porém, por diversos fatores, a regeneracdo pode ser incompleta ou
ineficaz. A células-tronco vém como uma alternativa para o tratamento de fraturas diminuindo
0 tempo de reparo da fratura e, consequentemente, diminuindo o impacto socioeconomico no
sistema de saude.

O tecido cartilaginoso tem a funcéo de diminuir atrito e absor¢éo de choque mecénico
no osso condral. O desgaste da cartilagem articular leva a osteoartrite, que esta associada a
alteracdes no tecido 6sseo. A osteoartite € uma doenca incapacitante, e o tratamento envolve
controle da dor, mudancas no estilo de vida e procedimento cirargico. As células-tronco vém
com uma alternativa no tratamento da osteoartrite.

O presente estudo trata-se de uma revisao sistematica sobre o uso de células-tronco
mesenquimais no tratamento de pacientes que apresentaram fraturas 6sseas ou osteoartrite e

avaliar se as terapia foram eficazes no tratamento dessas doencas.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Engenharia de tecidos

O termo engenharia de tecidos surgiu ha mais de 30 anos e consiste na regeneracdo de
novos tecidos a partir do suporte de biomateriais e fatores de crescimento utilizando células
(IKADA et al., 2006). Um dos seus principais objetivos é melhorar, regenerar ou manter a
funcdo dos tecidos e 6rgdos (KHADEMHOSSEINI et al., 2016).

Segundo Khang (2006), a engenharia de tecidos veio como alternativa para compensar
a escassez de 6rgdos para transplante além, da baixa biocompatibilidade entre o doador e
receptor. Para reconstruir um tecido sdo necessarias células do tecido doador ou células-
tronco e estruturas tridimensionais feitas de biomateriais (biocompativeis). Esses biomateriais
podem ser polimeros naturais ou sintéticos e sdo utilizados como suporte para as células,

sendo em seguida transplantados para o tecido doente.

2.1.1 Polimeros naturais

Os polimeros naturais sdo divididos em trés grupos: proteinas (como colageno),
polissacarideos (alginato e &cido hialur6nico) e polinucleotideos (RNA e DNA, por exemplo).
Estes sdo vantajosos devido seu alto grau de compatibilidade entre estruturas e tecidos. Os
polimeros naturais mais utilizados sdo: alginato, colageno, fibrina e acido hialurénico
(OZDIL et al., 2014).

O alginato € um polissacarideo derivado de algas e bactérias, muito utilizado na
engenharia de tecidos, por ser biocompativel e biodegradavel. E facilmente processado,
podendo ser em forma de gel, microcapsulas, esferas, fibras, entre outras. Pode ser aplicado
na cicatrizacdo de feridas, regeneracdo Gssea, reparo de cartilagem e entrega de drogas (SUN
etal., 2013).

O colégeno ¢ a proteina mais abundante da matriz extracelular, sendo responsavel por
sua integridade biologica e estrutural. Possui estrutura porosa, baixa imunogenicidade, além
de ser permedvel, biocompativel e facilmente degradada pelo organismo, atuando na adeséao,
migracao e diferenciacdo celular (DONG et al., 2016).

A fibrina é resultado da conversdo enzimatica do fibrinogénio e catalisada pela
trombina. E uma matriz provisoria para o processo de cicatrizacdo. A fibrina é biocompativel,
reabsorvivel e possui alto potencial para incorporar mediadores celulares (BARSOTTI et al.,
2011).
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O acido hialurdnico é um glicosaminoglicano encontrado na matriz extracelular e esta
presente em todo 0 processo de cicatrizacdo e reparo de feridas. Possui um papel importante
na diferenciacdo e crescimento celular, sendo utilizado em forma aquosa ou em gel
(COLLINS et al., 2013).

O plasma rico em plaquetas é um concentrado de fatores de crescimento e proteinas
naturais provenientes da centrifugacdo do sangue, quando o PRP é ativado por agentes
farmacos, forma-se um polimero de fibrina e é conhecido como gel de plaquetas (SOUZA et
al., 2014).

2.1.2 Polimeros sintéticos

Segundo Ozdil et al. (2014), os polimeros sintéticos sdo alternativas econémicas e
mais facilmente reproduziveis que os polimeros naturais. Podem ser produzidos em larga
escala, podendo ser adequados estruturalmente e quimicamente de acordo com o tecido onde
sera utilizado. Os mais utilizados sdo: alcool polivinilico (PVA), poli (acido lactico) (PLA),
poli (&cido glicdlico) (PLGA), poli (hidroxibutirato) (PHB).

O PVA é um polimero sintético, hidrofilico, biocompativel e biodegradavel, ndo é
mutagénico e nem genotdxico, o hidrogel de PVA é transparente e de consisténcia macia,
possui grande resisténcia mecanica, poder de adesdo em superficies e flexibilidade, além
disso, é produzido em larga escala no mundo (CARVALHO, 2014).

Outro polimero sintético € o PLA, obtido através da fermentacdo bacteriana de milho,
arroz ou trigo, portanto obtivo por meio de fontes renovaveis (BIAGINI, 2021), é um
polimero biodegradavel e semicristalino, resistente a tracdo, ao impacto e a flexao,
(BRAMBILLA, 2013).

O PLGA é um termopléastico com alta cristalinidade, facilmente degradavel e de boa
adesdo celular (SADEGHI, 2016), além de ser ndo imunogénico, € obtido de fontes
renovaveis, pela fermentacao do milho, por exemplo (KAPOOR et al., 2015).

PHB é obtido através da fermentacdo anaerdbia de microorganismos, € um polimero
semicristalino, resistente a tracdo e flexivel (SOUSA, 2016), é o mais estudo e conhecido
atualmente, as substancias liberadas pelo PHB durante sua biodegradacdo sdo facilmente
metabolizadas pelo organismo e, é capaz de promover o crescimento celular sendo uma 6tima
alternativa na engenharia de tecidos (DEGLI ESPOSTI et al., 2019).

O B-TCP e um biomaterial com estrutura semelhante a do osso, é obtida através da
juncéo de hidroxido de célcio e acido fosférico, € muito utilizado em técnicas regenerativa para

composicdo de uma nova matriz 6ssea (BATISTA et al., 2019).
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2.2 Celulas-tronco

Células-tronco sdo células indiferenciadas, capazes de se diferenciarem em diversas
linhagens celulares e se autorenovarem. As células-tronco sdo classificadas como:
totipotentes, pluripotentes (embrionérias), células pluripotentes induzidas e células
multipotentes (SOLAIMAN, 2019).

As células-tronco totipotentes, sdo células capazes de formar qualquer célula ou
tecido, incluindo tecidos embrionérios e extraembrionérios, como é o caso do zigoto
(SCHWINDT et al., 2005).

As células-tronco embrionarias, sdo células com alto potencial proliferativo, podendo
se diferenciar em todos os tipos de células e sdo originadas da massa interna do blastocisto
(Figura ). Apesar do seu potencial para regeneracdo de tecidos, existem muitas questdes éticas

em relacdo a utilizacdo destas células em pesquisa e clinicamente (CZYZ et al., 2003)
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Figura 1 — Célula-tronco embrionaria retirada da massa celular interna do blastocisto, capaz de se diferenciar em
todos os tecidos (Fonte: FISCHBACH et al., 2004)

As células-tronco pluripotentes induzidas, sdo derivadas de células-tronco
mesenquimais e sao reprogramadas por meio de genes especificos. Essas células possuem a
mesma capacidade das ceélulas-tronco embrionarias, evitando as barreiras éticas e
imunoldgicas (DOI et al., 2009).
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Segundo Kawamura et al. (2012), as primeiras células-tronco pluripotentes induzidas
foram geradas a partir de fibroblastos de camundongos em 2006, e as humanas em 2007. Elas
possuem potencial de diferenciacdo para dar origem a qualquer célula somatica, mesmo perfil
epigenético que as células-tronco embrionérias e expressao génica equivalente.

As células-tronco mesenquimais, células multipotentes, foram descritas pela primeira
vez por Friedenstein na década de 70 (SILVA, 2021). J& o termo célula-tronco mesenquimal
(CTM) foi cunhado por Caplan no inicio da década de 90 (FUOCO et al., 2016).

As CTMs sdo células adultas capazes de se diferenciarem em diversas células
especializadas (HAN et al., 2013) possuindo capacidade anti-inflamatéria, imunorregulatéria
e imunossupressoras (HAN et al., 2019). Elas secretam moléculas que promovem a
angiogénese e regeneracdo tecidual, possuem efeitos neurogénicos e neuroprotetores
(LINERO; CHAPARRO, 2014) e, devido a esse efeito paracrino, sdo muito utilizadas na
medicina regenerativa/engenharia de tecidos por serem uma fonte natural, encontradas em
varios Orgdos e tecidos, com progressdo continua do ciclo celular e auto-renovacgdo
(HILFIKER et al., 2011). Alguns exemplos de tecidos onde essas células podem ser extraidas
sdo a medula 0Ossea, tecido adiposo, corddo umbilical, polpa do dente e sindvia (HAN et al.,
2019).

Uma das células-tronco mais estudadas sdo as CTM da medula éssea, estdo
localizadas na fracdo estromal da medula 6ssea que proporciona um ambiente favoravel para
o crescimento e diferenciacdo dessas células, porém, a quantidade de células nucleadas na
medula adulta é cerca de 0,01% a 0,0001% (BYDLOWSKI et al., 2009). Normalmente, a
coleta dessas células é feita por punc¢do na crista iliaca, onde o paciente sera submetido a uma
pequena cirurgia sob anestesia geral, e sera coletado um determinado volume de medula
(REDOME, 2022).

Outra fonte comum de obtencdo de CTM é tecido adiposo, pode ser coletada de forma
menos invasiva e dolorosa se comparada as CTMs da medula 6ssea, o material é retirado por
meio de lipoaspiracdo normalmente da regido do abdome superior, flancos e nadegas e possui
uma maior quantidade de CTM por quantidade de tecido manipulado (SCHWEICH ADAMI,
2021).

Um dos critérios utilizado para identificar uma CTM é por meio da diferenciacéo
destas células em protocolos de osteogénese, condrogénese e adipogénese (LIN et al., 2019).
Segundo Pesarini et al. (2017, 2018) para realizar a diferenciacdo osteogénica, condrogénica e
adipogénica, as células sdao semeadas em placas de cultivo, sendo necessario aguardar adesdo

das mesmas. O cultivo é realizado em meios de cultura especificos para diferenciagéo,


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/adipogenesis
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processo que dura em media 14 dias para as diferenciacGes osteogénica e adipogénica e 21
dias para condrogénica.

Além da diferenciacdo osteogénica, condrogénica e adipogénica, outro critério para
caracterizar uma célula em CTM é por meio da expressdao de alguns marcadores, elas
precisam expressar CD105, CD73 e CD90 e ndo expressam CD45, CD34, CD14 ou CD11b,
CD79a ou CD19 e HLA-DR; outros antigenos de superficie geralmente expressos pelas
CTMs sdo: CD13, CD29, CD44 e CD1 (LV, et al., 2014).

Muitas sdo as aplicacbes das CTM. A Erro! Fonte de referéncia ndo encontrada.
ostra alguns exemplos de 6rgédos e tecidos nos quais sdo utilizados CTM no reparo e/ou

tratamento de doengas.
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Figura 2 — Aplicacdo de CTM no reparo de técidos (Fonte: Han et al., 2019)

2.3 Tecido 6sseo
O 0sso € um tipo de tecido conjuntivo composto por osteoblastos, osteocitos e
osteoclastos, e suas principais funcdes sdo: protecdo de tecidos moles e medula 6ssea,
locomocéo, suporte e armazenamento de calcio (FLORENCIO-SILVA et al., 2015).
Osteoblastos sdo células cuboidais derivadas de células-tronco mesenquimais, cuja
principal funcéo é sintetizar e secretar matriz 6ssea, promovendo a formagéo, remodelacéo e
cicatrizacdo 6ssea (HENRY et al., 2021).
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Derivadas dos osteoblastos, os ostedcitos sdo células altamente especializadas
responsaveis pela manutencdo da matriz dssea e por manter a biomineralizagdo. Atuam
também como o principal metabolizador do fosfato (NAHIAN; ALESSA, 2021).

Os osteoclastos sdo células responsaveis pelo metabolismo e renovacdo 0ssea e
atuam durante o processo de reabsor¢do 0ssea. S0 eles 0s responsaveis por manter 0 0SS0
forte e saudavel, além de manter os niveis normais de céalcio no plasma (KHAN et al.,
2021).

Mascroscopicamente, o tecido d6sseo pode ser classificado como compacto ou
cortical e, esponjoso ou trabecular. Na parte interna, o 0sso é revestido pelo enddsteo e na
parte externa pelo periésteo (ANDIA et al., 2006).

O periosteo € constituido de uma camada externa e uma camada interna. A camada
externa € constituida basicamente de tecido conjuntivo. A camada interna € constituida por
células osteoprogenitoras semelhantes a fibroblastos (células-tronco multipotentes) e
osteoblastos (LIN et al., 2016).

O endosteo é a membrana que reveste a superficie interna do o0sso, tem funcdo de
protecdo da medula dssea, nervos e vasos sanguineos, € responsavel por estimular a
reabsorcdo Ossea, desempanhando papel fundamental no desenvolvimento do 0sso
(NAHIAN; CHAUHAN, 2021).

O osso cortical ou compacto é encontrado principalmente nas extremidades de 0ssos
longos ou curtos, corresponde cerca de 80% da massa 0ssea, € pouco poroso, porém sua
porosidade pode aumentar de acordo com a idade e/ou alteracbes osteoporéticas. O 0SS0
compacto também € encontrado ao redor do 0sso esponjoso das vértebras, crista iliaca e
cranio. Sua funcdo é promover suporte e protecdo (OTT, 2018).

O 0ss0 esponjoso ou trabecular corresponde de 25-30% do volume do tecido, sendo
encontrado nas metéafises de ossos longos, vértebras, costelas e crista iliaca. Sua principal
funcéo é aliviar tensdo mecéanica no osso cortical (BURR, 2019).

A Figura 3 mostra um esquema da estrutura de um 0sso longo e seus principais

componentes.
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Figura 3 - Esquema da estrutura de um osso longo adaptado de Marieb, Wilhelm e Mallatt (2012)

2.3.1 Fratura e regeneracéo 0ssea
O processo de reparo 6sseo € iniciado ap6s a ocorréncia de uma lesdo no 0sso que

pode se dar por trauma, tumor, infeccdo ou falta de suprimento sanguineo. A partir dai é
iniciado uma serie de mecanismo fisioldégicos com o intuito de substituir o osso lesado por
uma nova matriz 6ssea (SATHYENDRA; DAROWISH, 2013).

A cicatrizacdo das fraturas normalmente ocorre com a combinacdo da ossificagéo
intramembranosa e endocontral. A formacao 6ssea endocondral comeca na parte externa ao
peridsteo, em regiGes que sdo mecanicamente menos estaveis. Interno ao peridsteo acontece
a ossificacdo intramembranosa, onde ocorre a formacdo do calo duro, fornecendo
estabilizacdo inicial e recuperacdo da biomecanica (FAZZALARI, 2011).

Inicialmente apds o trauma é gerado um hematoma que consiste em células
sanguineas periféricas e medular. Essa lesdo inicia um processo inflamatorio necessario para
a cicatrizacdo (inflamacédo aguda), isso faz com que o hematoma coagule ao redor da fratura
e da medula que forma um molde para a formacao de calo 0sseo. Esse processo ocorre entre
24 horas a sete dias. Nesse processo ocorre a secre¢do de moléculas pro-inflamatdrias como
fator de necrose tumoral-o (TNF-a), interleucina-1 (IL-1), IL-6, IL-11 e IL-18. Essas
moléculas sdo responsaveis pela angiogénese (MARCEL; EINHORN, 2011).

O TNF-a é expresso por macrofagos que removem as células necroticas e a matriz

provisoria de fibrina por fagocitose. Os osteoclastos reabsorvem os fragmentos de 0ssos
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necradticos do osso fraturado. Além disso, os macrdfagos irdo secretar as ILs que iniciam o
recrutamento de fibroblastos e células-tronco mesenquimais, ap6s aproximadamente 7 dias,
o hematoma e a resposta inflamatéria aguda € finalizado, e, substituido por tecido de
granulacdo rico em CTM incorporada a uma matriz de colageno extracelular desorganizada
(LOl et al., 2016).

A fase anteriormente mencionada é conhecida como fase fibrovascular, sendo
definida pela remodelacdo vascular e a diferenciacdo das células-tronco em condrdcitos e
osteoblastos para regenerar o 0sso fraturado. A maioria das CTMSs recrutadas, provenientes
do periodsteo e da medula 6ssea, sdo reguladas pela citocina CXCL12 ou fator 1 derivado de
célula do estroma (SDF1). A partir dai inicia o processo de formacdo déssea (BAHNEY et
al., 2019).

Segundo Sathyendra e Darowish (2013), as células-tronco irdo se diferenciar em
condrdcitos, dando inicio a fase de calo mole. Apos a fase inflamatdria, ocorre um aumento
da tenséo no centro da fratura, ndo ocorre a formagéo de novos vasos, e consequentemente
reduz-se a oxigenacdo o que favorecendo a formacdo de cartilagem. A isquemia no local
desencadeia a liberacédo de fatores de diferenciacdo de crescimento (TGF-b2, TGF-b3, GDF-
5) promovendo a diferenciacdo de CTM em condrdcitos. Os condrocitos se proliferam
enchendo a lacuna da fratura, aumentando a estabilidade mecénica e com isso, 0s
condrdcitos sofrem diferenciacdo hipertréfica, permitindo a neovascularizagdo. Macrofagos
e osteoclastos sdo direcionados para o calo mole e removem a cartilagem, aumentando a
producdo de BMP-3, BMP-4, BMP-7 e BMP-8, moléculas responsaveis para recrutar
osteoblastos. Inicia-se a fase de calo duro, ocorre a remocéo da cartilagem e o0s condrécitos
sofrem apoptose, a0 mesmo tempo os osteoblastos iniciam a formag&o de um calo 6sseo nas
regibes periféricas. Para que o 0sso atinja sua forma anatémica correta, IL-1 e IL-6
aumentam e a atividade osteoblastica é aumentada para que o calo duro seja substituido por
osso lamelar. Essa fase pode durar anos e ela é considerada completa quando ha formacéo
da cavidade medular.

A figura 4 mostra de forma resumida o processo de cicatrizagdo de uma fratura.
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Bone Formation Remodeling
Figura 4 — Esquema do processo de cicatrizacdo da fratura. (A) representa a fratura e ruptura do
periésteo. (B) Formacdo do hematoma, favorecendo a inflamacdo. (C) Fase inflamatéria, secrecdo de
moléculas pro-inflamatérias. (D) Fase fibrovascular, formacdo de novos vasos, e recrutamento de CTM. (E)
Inicio da formagdo dssea a partir da ossificagdo endocondral e intramembranosa. (F) Reabsorg¢do da matriz
cartilaginosa pelos osteoclastos para formar a estrutura anatdmica do 0sso. (Adaptado: BAHNEY et al., 2019)

2.4 Tecido Cartilaginoso

O tecido cartilaginoso € um tipo especializado de tecido conjuntivo. Esta localizado
nas extremidades dsseas e sua funcdo é diminuir o atrito, absor¢édo de choque mecanico no
0sso subcondral e fazer a acomodacdo de cargas visto que ele € plastico e possui alta
capacidade de carga (CHEN et al., 2013). Este tecido € composto por condrocitos e material
extracelular (colageno, elastina, &cido hialurdnico, dentre outras glicoproteinas).

Existem trés tipos de cartilagens: cartilagem hialina, mais comum no organismo,
constituida de colageno tipo IlI; cartilagem elastica, que contém fibras elasticas e colageno
tipo Il; e cartilagem fibrosa, constituida predominantemente por colageno tipo |
(JUNQUEIRA, 2018).

Segundo Montanari (2016), a cartilagem é formada a partir da diferenciacdo de
células-tronco mesenquimais em condroblastos que ao realizarem a divisdo celular secretam
matriz cartilaginosa e quando diminuem sua sintese passam a ser chamados de condrécitos.
Os condrocitos comegam se afastar assim que a matriz cartilaginosa é depositada, formando
assim a cartilagem, todo esse processo de diferenciagdo é desencadeado pela expressdo do
gene SOX-9.
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O tecido cartilaginoso é nutrido pelos capilares presentes no pericondrio. Porém,
articulagbes moveis ndo tém pericondrio. A nutricdo nesses casos € realizada pelo liquido
sinovial e pelo osso subcondral (CRUZ et al., 2017).

O liquido sinovial € um infiltrado de plasma produzido pela membrana sinovial, cuja
funcdo é nutricdo, suporte mecanico, absorcdo de impacto e lubrificacdo. Ele possui
coloracdo clara e é composto por &cido hialurénico, eletrdlitos, proteinas e enzimas
(MARTINS et al., 2007).

Ao contrario do tecido 6sseo, a cartilagem hialina ndo obedece as mesmas fases de
reparo, devido a baixa vascularizagcdo e oxigenagdo, e dificuldade de locomogdo dos
condrdcitos ao local da lesdo. Este tecido ndo consegue organizar suas fibras de forma bem
definida. Portanto, formam um tecido fibroso inferior a cartilagem sadia. As lesdes no
tecido cartilaginoso podem causar osteoartrite (SCHWEICH ADAMI, 2021).

2.4.1 Osteoartrite
A osteoartrite € uma doenca degenerativa que afeta a cartilagem articular associada a

alteracbes no tecido 6sseo (SINUSA, 2012). E uma doenca que envolve toda a estrutura
articular, acarretada por perda gradual da cartilagem articular, esclerose 6ssea subcondral,
osteofitos nas margens articulares e inflamacdo do liquido sinovial. Ndo deve ser
considerada apenas uma doenca degenerativa, mas também como uma remodelacdo anormal
dos tecidos cartilaginoso e 6sseo, impulsionada por mediadores inflamatérios (RANNOU,
2014).

Os genes expressos nesse processo sdo Oxido nitrico sintase (NOS) -2,
ciclooxigenase (COX) -2 e vérias metaloproteinases de matriz (MMPS), incluindo MMP-13,
e uma desintegrina e metaloproteinase (ADAM) com dominios de trombospondina-1
(ADAMTS). A ativacdo desses genes pode causar mudanca fenotipica, apoptose e expressao
aberrante de genes que estdo relacionados a inflamacdo (GOLDRING;OTERO, 2011).

Segundo Rannou (2014), os condrdcitos ndo conseguem manter o equilibrio entre a
sintese e a degradacdo da matriz extracelular. Logo, os mediadores inflamatorios (IL-1) e 0
estresse mecanico fazem com que os condrocitos produzam menos colageno, proteoglicanos
menores, enzimas mais degradativas e muitos mediadores inflamatorios, causando um ciclo
vicioso, levando a perda da cartilagem.

Segundo Kellgren e Lawrence (1957), a osteoartrite pode ser classificada em varios
niveis de acordo com a gravidade da doenca:

0- Nenhuma anormalidade
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1- A formacédo de osteofitos na articulagdo margens ou, no caso da articulacdo do

joelho, as espinhas tibiais.

2- Ossiculos periarticulares; estes foram encontrados principalmente em relacédo as

articulacGes interfalangicas distais e proximais.

3- Estreitamento da cartilagem articular associado a esclerose do 0sso subcondral.

4- Pequenas areas pseudocisticas com paredes escleroticas situadas geralmente no

0SS0 subcondral.

Um dos sintomas mais comuns da osteoartrite € a dor cronica. A dor é causada pela
presenca de aminoacidos excitatorios (EAA) que sao liberados pelos neurdnios sensoriais na
medula espinhal. Outro sintoma bastante presente ¢ a rigidez articular, causada pela reducéo
do fosfolipidio tensoativo (surfactante sinovial) que é responsavel pela lubrificacdo da
articulacdo e reducdo do atrito. Sintomas como fraqueza muscular, edema e reducdo da
amplitude de movimento também s&o observados (ASHKAVAND, 2013).

A osteoartrite € uma doenga multifatorial, podendo ser causada pelo envelhecimento,
fatores genéticos, alteragdes hormonais, alteracdes e/ou sobrecarga mecanica e sindrome
metabdlica (HERRERO-BEAUMONT, 2017).

O tratamento conservador consiste em controle da dor, mudanca no estilo de vida e
procedimento cirirgico com substituicdo da articulagdo, é uma doenca comum e muitas
vezes incapacitante, além de ser considerada um problema de satde publica e estima-se que
cerca de 250 milhdes de pessoas sejam afetadas. As articulacdes mais afetadas sdo quadril,
joelho e mdo (GLYN-JONES, 2015).

Em paises desenvolvidos o custo com cirurgias de protese de quadril e joelho
representam 1-2,5% do produto interno bruto, sem contar os custos indiretos com
aposentadoria precoce (HUNTER; BIERMA-ZEINSTRA, 2019).

2.5 Células-tronco mesenquimais na regeneracdo da fratura 6ssea

Uma fratura ndo consolidada é um desafio para muitos cirurgifes e principalmente
para o sistema de saide, a células-tronco vém como alternativa de tratamento para
proporcionar maior satisfagdo do paciente e minimizar os custos associados aos cuidados de
salde e socioecondmicos (FAYAZ et al., 2011).

Zhang et al. (2015) avaliou o potencial de biomateriais osteocondutores na
consolidacéo de fraturas 0sseas, o estudo foi realizados em um modelo de fratura femoral de

camundongos. As CTMs foram cultivadas em nanoparticulas de prata e em seguidas
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colocada num gel de coldgeno, esse gel contendo as nanoparticulas de prata e CTM foi
transferido para o local da fratura. A eutanasia dos animais ocorreu 21 dias ap0s a cirurgia.
A analise histoldgica demonstrou que as nanoparticulas de prata promoveram a migragédo
das células para o local da fratura, além disso induziu a diferenciagdo osteogénica e
promoveu a cicatrizagdo da fratura.

Em um estudo usando ratos Wistar utilizou um meio condicionado com gel de
agarose contendo CTM, dois defeitos 6sseos de 5 milimetros foram realizados na parte
frontal do cranio dos ratos e em seguida colocado o gel de agarose contendo CTM. Apos 8
semanas, a andlise histologica ndo demonstrou resposta inflamatoria, no grupo contendo
CTM o osso estava praticamente regenerado e o gel de agarose havia sido totalmente
absorvido, o que ndo aconteceu no grupo controle onde s6 havia gel de agarose (OSUGI et
al., 2012).

Outro experimento envolvendo CTM foi realizado para o reparo de defeitos 6sseos
na mandibula de cées, As células foram entregues em andaimes de fosfato B-tricélcico (jB-
TCP) revestidos com microesferas de acido co-glicélico polilatico (PLGA) que liberam
gradualmente o fator de crescimento endotelial vascular, a analise histoldgica foi realizada
ap6s 8 semana da implantacdo e demonstrou maior formacdo 6ssea em relacdo ao grupo
controle que ndo foi tratado com CTM, ndo observou-se nenhuma resposta inflamatoria. O
presente estudo também mostrou-se eficaz no tratamento de fraturas (KHOJASTEH et al.,
2017).

Ja no estudo de Chu et al. (2019) realizado em humanos, também avaliou a
eficiéncia de CTM e B-TCP no reparo de fraturas de plato-tibial. O estudo contou com dois
grupos, no grupo 1 o defeito foi preenchido com CTM/B-TCP e no grupo 2 apenas com [3-
TCP. Os resultados foram avaliados através de exame de imagem e demonstrou que a
propor¢do de 0sso novo nos pacientes tratados com CTM/B-TCP foi significativamente
maior do que nos tratados apenas com B-TCP, além disso os pacientes tratados com CTM
tiveram melhor recuperacgéo funcional em relacéo aos pacientes nédo tratados.

O objetivo principal da utilizacdo de CTM em fraturas € reduzir o tempo de
regeneracdo e aumentar a qualidade 6ssea, CASTILLO-CARDIEL et al. (2017) utilizou
CTM em fraturas mandibulares. Neste estudo, foram selecionados 20 pacientes, 10
pacientes realizaram reducdo da fratura com aplicacdo de CTM e 10 apenas reducdo. Os
pacientes foram avaliados na 4° e 12°. Na 4° os resultados dos dois grupos em relagdo a

ossificacdo foram semelhantes, porém, na 12° o grupo CTM apresentou taxa de 36,48%
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maior que no grupo em que foi realizado apenas a reducdo da fratura. Além disso, o
pacientes do grupo CTM relataram reducdo da dor e retorno precoce as atividades diaria.
Por fim, para avaliar a cicatrizacdo de uma osteotomia tibial, Dallari et al. (2007)
comparou o potencial osteogénico de chips de ossos liofilizados combinados com gel de
plaquetas (grupo A), gel de plaguetas e CTM (grupo B) e apenas chips de 0ssos liofilizados
(grupo C). Os pacientes foram avaliados seis semanas, dozes semanas, seis meses e um ano
apos a cirurgia. As analises mostraram aumento dos osteoblastos, revascularizagdo e
aumento da osseointegracdo nos grupos A e B em apenas 6 semanas. Apds um ano, a
osseointegracdo permaneceu mais eficiente os grupos A e B, porém, todos 0s grupos

apresentaram cura completa da lesdo e melhora clinica e funcional.

2.6 Células-tronco mesenquimais na osteoartrite

A cartilagem articular possui dificuldade em se reparar devido a falta de vasos
sanguineos, linfaticos e nervos, devido a isso, as células-tronco vém com uma alternativa no
campo da engenharia de tecido e medicina regenerativa para o reparo da articulacdo
(WANG et al., 2017).

Um experimento realizado em um modelo de osteoartrite em camundongos, injetou
CTM derivadas do tecido adiposo na articulacdo do joelho 7 dias ap6s a inducdo da
osteoartrite. Observou-se que apds 42 dias da injecdo o espessamento do revestimento
sinovial e a formacdo de calcificagdes dsseas na articulacdo foram inibidos, mostrando a
eficiéncia da injecdo de CTM na fase inicial de osteoartrite (TER HUURNE et al, 2012).

SINGH et al. (2014) por sua vez utilizando um modelo de osteoartrite em coelhos
injetou CTM doze semanas ap0s o procedimento cirdrgico de inducdo da osteoartrite, 0s
coelhos que receberam o a injegdo de CTM apresentaram um menor grau de degeneracao
articular, oste6fitos e esclerose subcondral do que no grupo controle.

Um estudo comparativo em seres humanos avaliou a regeneracdo da cartilagem
articular em pacientes com lesdo condral submetidos a artroscopia através da injecéo intra-
articular de &cido hialurénico com e sem CTM, o0s pacientes receberam uma inje¢édo por
semana durante cinco semanas, trés injecoes adicionais foram aplicadas semanalmente apos
seis meses do procedimento cirdrgico. Em nenhum dos grupos observou eventos adversos, o
grupo que recebeu CTM apresentou melhora da qualidade no reparo da cartilagem em

relacdo ao grupo controle.
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Vega et al. (2015) selecionou 30 pacientes com dor cronica de joelho e que néo
responderam ao tratamento convencional, foram divididos em dois grupos, onde um grupo
recebeu injecdo intra-articular de CTM e o0 outro grupo recebeu injecdo de acido
hialurdnico, os resultados clinicos foram acompanhados por um ano e 0 grupo que recebeu
CTM apresentou melhora funcional, redugéo da dor e melhoria da qualidade da cartilagem
funcional quando comparados ao grupo que recebeu apenas &cido hialurénico.

SCHWEICH-ADAMI et al. (2021) em seu relato de caso aplicando CTM na
osteoartrite de joelho refrataria ao tratamento convencional também mostrou que além de
reduzir o quadro algico do paciente, facilitando o retorno as atividades de vida diéria, a
aplicacdo de CTM reduziu os marcadores inflamatdrios que sdo causados pela doenga.

Num estudo envolvendo osteoartrite de tornozelo, Kim e Koh (2016) compararam 0s
resultados clinicos de pacientes submetidos a artroscopia com e sem injecdo de CTM. Eles
observaram que 0s pacientes que receberam a injecdo de CTM relataram melhora da dor,
melhora funcional, além disso, retorno as atividades de vida diaria precocemente.

Os estudos mostram que o uso de CTM pode ser uma alternativa valida para o

tratamento da osteoartrite aguda e cronica.
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3 OBJETIVO GERAL

Analisar a literatura e desenvolver uma revisao sistematica sobre o uso de células-
tronco mesenquimais no tratamento de pacientes que apresentaram fraturas 0Osseas ou

osteoartrite.

3.1 Obijetivo especifico

Avaliar a melhora da regeneragdo 6ssea e cartilaginosa com uso de células-tronco
mesenquimais em pacientes com fratura Ossea e osteoartrite, respectivamente, por meio de

uma revisao sistematica da literatura.
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4  MATERIAL E METODOS

O protocolo de revisao sistematica foi planejado de acordo com o Cochrane Handbook
for Systematic Reviews of Interventions (HIGGINS et al, 2019), conforme aplicavel, e
registrado no PROSPERO (CRD42020166788). Este relatorio foi escrito seguindo a lista de
verificacdo PRISMA-P13 (MOHER et al., 2015).

A questdo PICO respondida foi: “H& melhora na regeneracdo dssea e cartilaginosa

com o uso de células-tronco mesenquimais em pacientes com fratura dssea ou osteoartrite?”.

4.1 Estratégia de pesquisa de literatura e critérios de elegibilidade

As buscas foram realizadas entre os anos de 2005 e 2020, nas seguintes bases de
dados: US National Library of Medicine (Pubmed / MEDLINE), Excerpta Medica Database
(EMBASE), Scientific Electronic Library Online (SCIELO), BVS (LILACS) e Cochrane
Controlled Trials Database. Também foi realizada uma busca direta na bibliografia de todos
o0s artigos revisados e no site de periodicos cientificos relacionados as células-tronco (Stem
cells, Cell Stem Cell, Nature, The Lancet).

Para a busca na base de dados, foi usada uma combinacdo de termos MESH
(Osteoarthritis; Fractures; Bone; Mesenchymal Stem Cells; Mesenchymal Stem Cell
Transplantation; Bone regeneration; Bone Remodeling Osseointegration) e sindnimos
relacionados a pergunta PICO associados aos Operadores Booleanos (AND, OR, NOT).
Software como Yale Mesh Analyzer, PubReMiner e Systematic Review Accelerator foram
utilizados para auxiliar na escolha dos termos.

A triagem dos titulos e resumos foi realizada por dois pesquisadores (B.B.T e H.C.O)
por meio do software Rayyan QCRI. As discordancias foram arbitradas por um terceiro
investigador (R.S.R). Apos a triagem, todos os artigos incluidos foram analisados na integra
em relacdo aos critérios de inclusdo e excluséo por dois autores (B.B.T e H.C.O) (Tabela 21).

Havendo divergéncias, as mesmas foram resolvidas pelo parecer do terceiro autor (R.S.R).
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Tabela 1 — Critérios de inclusdo e exclusdo aplicados na etapa de sele¢do

Critérios de inclusao Critérios de exclusao

Estudos com testes in vitro e / ou
animais

Estudos em humanos

Estudos que avaliaram o uso de células-
tronco mesenquimais para regeneracao Estudos sem resultados completos
6ssea na populacdo-alvo

Estudos de ensaios clinicos randomizados,
ensaios nao randomizados e estudos
observacionais

Relato de caso, revisdo sistematica e
estudos de meta-analise

Artigos com idiomas diferentes do

Artigos em inglés, portugués e espanhol inglés, portugués e espanhol

Estudos com resultados completos

4.2 Extracgéo de dados

A extragdo dos dados foi realizada em planilha Excel. Para cada estudo foram
extraidos os seguintes dados: (1) titulo da publicacdo; (2) nome do primeiro autor; (3) ano de
publicacdo; (4) desenho do estudo; (5) critérios de inclusdo do estudo; (6) critérios de
exclusdo do estudo; (7) idade média dos pacientes; (8) numero de pacientes; (9) quantidade de
células administrada; (10) local de extracdo celular; (11) tipo de lesdo; (12) tempo de reparo
no controle / tratamento; (13) avaliacdo histomorfoldgica; (14) densidade 6ssea no controle /
tratamento; (15) tipo de aplicacdo de células-tronco; (16) mencdo de quaisquer fatores de

confusdo em potencial ou outras fontes de viés.

4.3 Avaliacdo da qualidade dos estudos incluidos

A avaliacdo da qualidade do estudo foi realizada por dois autores independentes
(B.B.T e R.S.R) e qualquer discordancia foi resolvida por consenso. O risco de viés de
ensaios clinicos randomizados foi avaliado usando a ferramenta Cochrane Risk of Bias (RoB
2.0) (HIGGINS et al., 2019b) e a ferramenta Assessing Risk of Bias in a Non-randomized
Study (ROBINS-I) (STERNE et al., 2016) foi usada para estudos observacionais e testes

clinicos nao randomizados.
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5 RESULTADO

Os resultados serdo apresentados em forma de artigo.

Melhora da regeneracao 6ssea e cartilaginosa com uso de células-tronco mesenquimais
em pacientes com fratura 0ssea ou osteoartrite: revisdo sistematica
Bethania Borges Tura'?, Roberta Schroder Rocha®, Hudman Cunha Ortiz!?, Diego Duarte
Marques de Oliveiral?, Andreia Conceicdo Milan Brochado Antoniolli da Silval?, Rodrigo

Juliano Oliveira?*
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Resumo

A engenharia de tecidos é uma area que vem como alternativa para compensar a
escassez de drgdos para transplante e as células-tronco mesenquimais vém como alternativa
para a reconstru¢cdo de novos tecidos. As células-tronco mesenquimais tém sido uma
alternativa no processo de reparo de fraturas e na reconstrucdo da cartilagem articular. O
objetivo deste trabalho € analisar a literatura e desenvolver uma revisao sistematica sobre o
uso de células-tronco mesenquimais no tratamento de pacientes que apresentaram fraturas
Osseas ou osteoartrite. O protocolo de revisdo sistematica foi planejado de acordo com o
Cochrane Handbook for Systematic Reviews of Interventions, a questdo PICO a ser
respondida: "Ha melhora na regeneracdo 0ssea e cartilaginosa com o uso de células-tronco

mesenguimais em pacientes com fratura 6ssea ou osteoartrite?". As buscas foram realizadas
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nas seguintes bases de dados: US National Library of Medicine (Pubmed / MEDLINE),
Excerpta Medica Database (EMBASE), Scientific Electronic Library Online (SCIELO), BVS
(LILACS) e Cochrane Controlled Trials Database. A triagem dos titulos e resumos foi
realizada por dois pesquisadores e as discordancias arbitradas por um terceiro avaliador. A
pesquisa resultou em seis artigos e demonstrou que o uso de células-tronco mesenquimais é
eficiente no reparo de fraturas e na regeneracdo da cartilagem em pacientes com osteoartrite.
Porém, o nimero de estudos em humanos ainda é restrito. Assim, sugerimos a realizacéo de
mais estudos randomizados envolvendo um namero maior de pacientes tratados e com

acompanhamento a longo prazo.

Palavras-chave: Terapia Celular; Célula-Tronco Mesenquimal; Consolidacdo da Fratura;
Osteoartrite.

Introducéo

A engenharia de tecidos consiste no desenvolvimento de técnicas capazes de substituir
e/ou regenerar tecidos lesados, por trauma, doenca ou senescéncia, mantendo sua funcéo
original (ATALA, 2012). Para atingir esses objetivos a engenharia de tecidos utiliza
biomateriais com estrutura tridimensional, fatores de crescimento e células autélogas,
alongénicas ou xenogénicas (PINTO, 2020).

Um tipo de célula autéloga muito utilizada na engenharia de tecidos sdo as células-
tronco que sdo células ndo especializadas capazes de se renovarem. Estas podem ser
embrionarias  (pluripotentes), induzidas (pluripotentes) e somaticas (multipotentes)
(PRASONGCHEAN; FERRETTI, 2012).

A células-tronco multipotentes ou também conhecidas como mesenquimais, sdo
capazes de se dividir e produzir diferentes tipos de células, dentre elas, ostedcitos, condrocitos
e adipdcitos. Podem ser isoladas e diferenciadas em cultura in vitro (CAPLAN, 2017) e
originadas da medula @ssea, periosteo, musculo, sinovia, corddo umbilical e do tecido
adiposo, por exemplo (YANG, 2018).

Devido a essa capacidade de se diferenciar em diferentes tecidos, as células-tronco
mesenquimais sdo utilizadas no tratamento de diversas doengas como as cardiovasculares,
autoimunes, renais, hepaticas, pulmonares, cartilaginosas, dentre outras (SQUILLARO;
PELUSO; GALDERISI, 2016).

Um tecido bastante estudado é o tecido 6sseo. O 0sso € um tecido capaz de se

regenerar completamente. Durante o processo de reparo 0sseo, células-tronco sdo recrutadas e
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se diferenciam em condroblastos ou precursores de osteoblastos (SHAO; ZHANG; YANG,
2015). No caso de uma fratura, o processo de cicatrizacdo é longo, muitas vezes as fraturas
ndo sdo consolidadas ou entdo demoram mais que o normal para consolidar
(YADOLLAHPOUR; RASHIDI, 2014). Assim, as técnicas cirurgicas sdo necessarias.

Células-troncos mesenquimais também sdo capazes de se diferenciarem em
cartilagem, podendo ser utilizadas no tratamento da osteoartrite. Osteoartrite consiste na
degeneracdo articular associada as lesdes 0sseas. Nao existe uma terapia eficaz no tratamento
da osteoartrite. Logo, as células-tronco sdo estudadas como alternativa para o tratamento
dessa doenca (KONG; ZHENG,; QIN; HO, 2017).

Deste modo, esta revisdo sistematica tem como objetivo avaliar os beneficios do uso

de células-tronco mesenquimal no tratamento de pacientes com fraturas 6sseas ou osteoartrite.

Material e métodos

O protocolo de revisao sistematica foi planejado de acordo com o Cochrane Handbook
for Systematic Reviews of Interventions (HIGGINS et al, 2019), conforme aplicavel, e
registrado no PROSPERO (CRD42020166788). Este relatorio foi escrito seguindo a lista de
verificagdo PRISMA-P13 (MOHER et al., 2015).

A questdo PICO respondida foi: “Ha melhora na regeneracdo dssea e cartilaginosa

com o uso de células-tronco mesenquimais em pacientes com fratura 6ssea ou osteoartrite?”.

Estratégia de pesquisa de literatura e critérios de elegibilidade

As buscas foram realizadas entre os anos de 2005 e 2020, nas seguintes bases de
dados: US National Library of Medicine (Pubmed / MEDLINE), Excerpta Medica Database
(EMBASE), Scientific Electronic Library Online (SCIELO), BVS (LILACS) e Cochrane
Controlled Trials Database. Também foi realizada uma busca direta na bibliografia de todos
o0s artigos revisados e no site de periddicos cientificos relacionados as células-tronco (Stem
cells, Cell Stem Cell, Nature, The Lancet).

Para a busca na base de dados, foi usada uma combinacdo de termos MESH
(Osteoarthritis; Fractures; Bone; Mesenchymal Stem Cells; Mesenchymal Stem Cell
Transplantation; Bone regeneration; Bone Remodeling Osseointegration) e sinénimos
relacionados a pergunta PICO associados aos Operadores Booleanos (AND, OR, NOT).
Software como Yale Mesh Analyzer, PubReMiner e Systematic Review Accelerator foram

utilizados para auxiliar na escolha dos termos.
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A triagem dos titulos e resumos foi realizada por dois pesquisadores (B.B.T e H.C.0O)
por meio do software Rayyan QCRI. As discordancias foram arbitradas por um terceiro
investigador (R.S.R). Apoés a triagem, todos os artigos incluidos foram analisados na integra
em relacdo aos critérios de inclusdo e exclusdo por dois autores (B.B.T e H.C.O) (Tabela 21).

Havendo divergéncias, as mesmas foram resolvidas pelo parecer do terceiro autor (R.S.R).

Tabela 2 — Critérios de inclusao e exclusdo aplicados na etapa de selecao

Critérios de inclusao Critérios de exclusado

Estudos com testes in vitro e / ou
Estudos em humanos A
animais
Estudos que avaliaram o uso de células-
tronco mesenquimais para regeneragao Estudos sem resultados completos
6ssea na populacdo-alvo

Estudos de ensaios clinicos randomizados,
ensaios ndo randomizados e estudos
observacionais

Relato de caso, revisdo sistematica e
estudos de meta-analise

Artigos com idiomas diferentes do

Artigos em inglés, portugués e espanhol inglés, portugués e espanhol

Estudos com resultados completos

Extracdo de dados

A extracdo dos dados foi realizada em planilha Excel. Para cada estudo foram
extraidos os seguintes dados: (1) titulo da publicagdo; (2) nome do primeiro autor; (3) ano de
publicacdo; (4) desenho do estudo; (5) critérios de inclusdo do estudo; (6) critérios de
exclusdo do estudo; (7) idade média dos pacientes; (8) nimero de pacientes; (9) quantidade de
células administrada; (10) local de extracdo celular; (11) tipo de lesdo; (12) tempo de reparo
no controle / tratamento; (13) avaliacdo histomorfoldgica; (14) densidade 0ssea no controle /
tratamento; (15) tipo de aplicacdo de celulas-tronco; (16) mencdo de quaisquer fatores de

confusdo em potencial ou outras fontes de viés.

Avaliacéo da qualidade dos estudos incluidos
A avaliacdo da qualidade do estudo foi realizada por dois autores independentes

(B.B.T e R.S.R) e qualquer discordancia foi resolvida por consenso. O risco de viés de
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ensaios clinicos randomizados foi avaliado usando a ferramenta Cochrane Risk of Bias (RoB
2.0) (HIGGINS et al., 2019b) e a ferramenta Assessing Risk of Bias in a Non-randomized
Study (ROBINS-1) (STERNE et al., 2016) foi usada para estudos observacionais e testes

clinicos ndo randomizados.

Resultados

Caracteristicas dos estudos incluidos

Um fluxograma detalhado dos estudos incluidos é mostrado na Figura 5. Um total de
1180 artigos foram encontrados. Dos artigos encontrados, 203 eram duplicados e foram
excluidos, restando 977 artigos para leitura dos titulos e resumos. Dezesseis estudos foram
lidos na integra e analisados em relacdo aos critérios de inclusdo e exclusdo. Seis estudos
foram incluidos na revisdo sistematica por preencher todos os requisitos. Os outros dez artigos
foram excluidos por delineamento, tipos de intervencéo e populacédo diferentes.

Em relacdo ao desenho do estudo, dois estudos foram ensaios clinicos randomizado e

quatro ndo-randomizado.

Registros identificados por meio de pesquisa no
banco de dados
(n= 1180)
- Lilacs—5
- Scielo-2
- Pubmed - 339

Identificacio

L 4

Registros apos a remocio de duplicatas
(n=203)

}

Registros selecionados Registro excluidos
(n=977) (n=961)

v

Artigos de texto completo

Artigos em texto completo avaliados o excluidos, com motivos
para elegibilidade " (nh=10)
(n=16) - Desenho diferente — 4
Populacio diferente — 3

Intervencio diferente — 3

r
Estudos incluidos na analise qualitativa
(n=6)

[Incluidns ][ Elegibilidade ]{ Triagem H

Figura 5 — Fluxograma PRISMA
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Autor dzaarpnaorg(]:a dade media Tipo de Ie_;tizl gg Quantidade Melhora da Avaliacao histomorfoldgica/imaginologica Avaliacao clinica
(ano) (pacientes) dos pacientes lesdo celul%r de células regeneracéo? ¢ 9 g 9 ¢
Slglj:‘p?A())'L * Auséncia de infec¢do em todos os grupos.
’ Em 6 semanas, grupo OL + PRP: extensa
46,6+4,3 5 . - N . x
. . " ormacdo 6ssea em todo o defeito. Grupo OL + Auséncia de infecgdo, melhora da
Dallari et 33 Grupo OL + Osteoartrite Medula 6 5,91 x 10%+ Si PRP + CTM: delacio 6 . dor | 506 d litude d
al. (2007) PRP + CTM de joelho eduladssea | ', im + CTM: remodelagéo 6ssea mais ativa em or, locomogéo e da amplitude de
' (B): 52,6434 ’ comparacdo ao A, formacéo de novos vasos movimento em todos 0s grupos
Grlj o OI: ' sanguineos e quantidade discreta de 0sso maduro.
(C)'p54 72,7 Grupo OL.: apresentou tecido fibroso
Baixa dose: Baixa dose: Antes da inje¢do de CTM, a biopsia mostrou que
6348.6 ) 10 x 107 ) ndo havia cartilagem articular, 6 meses ap6s a Redugdo da dor e melhora da
10 etal Mé_dila dose: Osteoartrite | Tecido I\)Ié dia dose: injecdo, no grupo alta dose, a cartilagem estava funcionalidade em pacientes tratados
(2014) ' 18 6546.6 ’ de ioelho adinoso 50 x 107 ' Sim bem regenerada e integrada ao 0sso subcondral, com alta dose, ndo houve diferencas
Alt_a aose' ] P Alta dose: 1.0 houve reducdo do tamanho do defeito na significativas nos grupos baixa e
61462 ) « 108 T cartilagem, ndo foram observadas mudangas média dose
- significativas nos grupos baixa e média dose
ggl:ﬁfole' Osteoartrite
Kim et al. 49 54 3+4 8' na Tecido 45x107 . Melhora da regeneracao da cartilagem no grupo Melhora funcional e da dor no grupo
34, . = . ,5x10 Sim % ~
(2016) Grupo CTM: articulagéo adiposo CTM em relagéo ao grupo Controle CTM em relagéo ao grupo Controle
' do tornozelo
53,645,6
. . Cicatrizagdo 6ssea satisfatoria em 23 dos 24
gri%qlﬁt 26 gngriZCTM' E;géir?oﬂe os Medula 6ssea | 2,0 x108 Sim pacientes, 9 pacientes classificados como N&o informado
' T 9 consolidagdo antecipada
Grupo Grupo CTM/ B-TCP: degradacéo do enxerto e Nenhum paciente do Grupo CTM/ B-
Chu et al CTI\BI /B-TCP: uma nova formagdo dssea apds 18 meses. TCP apresentou dor, infeccéo,
' " | Fraturade . 1,32 x10%+ . Cicatrizacdo completa da fratura em 9,3+3,2 hematoma ou outras complicages
(2019) 49 56,1+12 lato tibial Medula dssea 4 Sim . q TCP
Grupo B-TCP: plato tibial 0,43 semanas o Um paaentg 0 grupo B- _C
57+17 3 ’ Grupo B-TCP: enxerto ndo foi degradado, apresentou infeccao da ferida
U cicatrizacdo completa em 10,3+2,6. resolvido apds 6 semanas.
) Apo6s 12 semanas de aplicacdo o grupo que
. Grupo CTM: recebeu CTM mostrou uma taxa de ossificagdo Grupo CTM apresentou menos dor e
Castillo- 31,2+6,3 Fratura de . - . retornaram &s atividades de vida
Cardiel et 20 Grupo condilo Tecido 10x107a60 Sim 36,48% maior que no grupo controle. diaria mais répido em relagéo ao
al. (2019) ConFtJroIe' mandibular adiposo x 108 Um paciente do grupo CTM apresentou infec¢do controle P ¢
' 29,747 2' sendo tratada em 1 semana ndo acarretando '

prejuizos na osseointegracéo.
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O estudo de Dallari et al. (2007) envolveu 33 pacientes que foram submetidos a uma
osteotomia tibial alta para geno varo e osteoartrite, os pacientes foram divididos em trés
grupos, no grupo A foram utilizados fragmentos de osso liofilizado (OL) com plasma rico em
plaquetas (PRP) com idade média de 46,6+4,3 anos, no grupo B, osso liofilizado, plasma rico
em plaquetas e células-tronco mesenquimais com pacientes de 52,6+3,4 e, no grupo C, apenas
osso liofilizado, com idade média de 54,7+2,7. As células-tronco utilizadas foram extraidas da
medula d6ssea da crista iliaca e foi utilizado uma quantidade de 5,91 x 10* + 2,2 células. Os
pacientes foram avaliados clinicamente e por radiografia nas semanas seis e dozes, seis meses
e um ano apds a cirurgia. Seis semanas ap0s a cirurgia foi realizada bidpsia para analise
histoldgica. As anéalises clinicas mostraram que todos 0s pacientes, independente do grupo,
tiveram melhora da dor, capacidade de locomocdo e da amplitude de movimento. A analise
radiografica mostrou que o processo de osseointegracdo melhorou significativamente nos
grupos A e B em comparacao ao grupo C (p < 0,005 e p < 0,0001, respectivamente). Grupo A
apresentou uma taxa de integragdo do enxerto de 30% a 50% (p <0,0003 em comparagdo com
os controles) e nove joelhos do Grupo B tiveram uma taxa de integracdo de 50% a 80% (p
<0,0001 em comparacdo com o0s controles). Além disso, 0 processo de osseointegracdo foi
mais rapido no Grupo B do que no Grupo A (p <0,05), mostrando que no grupo que utilizou
CTM o processo de osseointegracdo foi mais eficaz.

JO et al. (2014) em seu estudo com 18 pacientes com osteoartrite de joelho, testou
diferentes doses de células-tronco mesenquimais do tecido adiposo. Os grupos consistiam em:
baixa dose: 1,0 x 107 com idade média dos pacientes 63+8,6 anos; média dose: 5,0 x 10’ com
idade média 65+6,6; e, alta dose: 1,0 x 108 com idade média de 61+6,2 anos. Os pacientes
foram avaliados durante seis meses pelos achados clinicos, radiolégicos, artroscopicos e
histoldgicos. Clinicamente, os pacientes que receberam baixa e média doses ndo obtiveram
melhora. Na escala de dor os pacientes que receberam alta dose apresentaram uma reducéo de
45% da dor (p <0,001). Em relacdo aos achados radiolégicos, a largura do espaco articular, o
eiX0 mecanico e o0 eixo anatdmico ndo mudaram significativamente ao longo de 6 meses em
todos os grupos de dosagem. O tamanho do defeito da cartilagem diminuiu significativamente
tanto nos condilos femoral medial e tibial, quanto nos céndilos femoral lateral e tibial em 6
meses no grupo de alta dose O volume da cartilagem também aumentou gradualmente ao
longo do tempo até 6 meses nos condilos femoral medial e tibial no grupo de alta dose.

Kim et al. (2016) num estudo envolvendo 49 pacientes com osteoartrite de tornozelo,
injetou 4,5x10” de células-tronco do tecido adiposo na cartilagem articular. Os pacientes

foram divididos em dois grupos: grupo controle com idade média de 54,3+4,8 anos; e, Grupo
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CTM com idade média de 53,6+5,6 anos; e, os dois grupos foram submetidos a osteotomia
de deslizamento lateral do calcaneo. Todos pacientes foram avaliados clinicamente e por
radiografia. O grupo que foi tratado com injecdo de CTM apresentou melhorar funcional e dar
com relacdo ao grupo controle, além disso, melhora da regeneracdo da cartilagem. Essas
descobertas sugerem que as melhorias foram principalmente devido a injecdo adicional de
CTMs e, portanto, apoiam a hipéOtese de que a injecdo concomitante de CTM fornece
beneficios adicionais na cicatrizacao da cartilagem e nos resultados clinicos.

O estudo de Granchi et al. (2017) analisou 26 pacientes afetados pela ndo unido ou
unido retardada de ossos longos com idades entre 18 e 65 anos. A abordagem regenerativa
consistiu em administrar 2,0 x10® de células-tronco da medula éssea com B-TCP. A
progressdo da consolidacdo Ossea foi avaliada 6, 12 e 24 semanas ap0s o implante. Uma
cicatrizacdo dssea satisfatoria foi obtida em 23 dos 24 pacientes, enquanto um paciente sem
uma cicatrizagdo completa foi classificado como uma "falha" na semana 24. Nove individuos
alcancaram uma boa consolidacdo ja na semana 12, e eles foram considerados como
"consolidagao antecipada”.

Chu et al. (2019) selecionou 39 pacientes com fratura de plato tibial, divididos em dois
grupos, CTM+B-TCP e B-TCP sozinho. O grupo CTM+B-TCP foi composto por 16 pacientes
com idade média de 56,1 + 12 anos e o grupo B-TCP com 23 pacientes com idade média de
57,0 £ 17,3 anos. As CTM utilizadas foram extraidas da crista iliaca e foram utilizada 1,32 x
10* + 0,43 células. Os pacientes forma acompanhados por aproximadamente 30 meses, e as
radiografias realizadas em 1 semana ap6s o procedimento cirdrgico e depois a cada 2-4
semanas por 4 meses. Nenhum paciente apresentou dor clinicamente significativa durante a
cura da fratura e a recuperacdo foi satisfatéria. As analises radiograficas mostrou que o
CTM+B-TCP implantado na area de enxerto 0sseo se degradou 18 meses apds a cirurgia e a
densidade do o0sso novo era semelhante a do 0sso normal circundante, o que nao ocorreu no
grupo tratado com B-TCP apenas. A cicatrizagao da fratura foi considerada completa em 9,3 +
3,2 semanas em pacientes tratados com CTM+B-TCP e em 10,3 + 2,6 semanas apenas
naqueles com B-TCP poroso (t = -1,188; p> 0,05). Aos 2 anos, a superficie articular na area
do defeito foi deslocada em 0,4 + 0,7 mm em pacientes tratados com CTM/B-TCP e em 0,5 *
0,7 mm em pacientes tratados apenas com B-TCP poroso.

Castillo-Cardiel et al. (2019) selecionou 49 pacientes com fratura de condilo
mandibular. Os pacientes foram divididos em dois grupos. O grupo CTM, que consistia em
reducdo da fratura e injecdo de células-tronco mesenquimais provenientes do tecido adiposo,

0s pacientes deste grupo tinham idade media de 31,2+6,3 e o grupo controle onde foi
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realizada apenas a reducdo da fratura, os pacientes tinham idade média de 29,7+7,2 anos. A
guantidade de CTM aplicada foi 1,0 x 10" a 6,0 x 102, Os pacientes foram avaliados por
exames de imagem nas semanas 4 e 12. Os resultados mostraram que o grupo controle nao
atingiu qualidade Ossea semelhante ao 0sso normal em nenhuma das duas semanas. Em
contrapartida, o grupo CTM apresentou apds 12 semanas de aplicacdo uma taxa de
ossificagdo 36,48% maior que no grupo controle. Um paciente do grupo CTM apresentou
infeccdo sendo tratada em 1 semana ndo acarretando prejuizos na osseointegracao.
Clinicamente, os pacientes tratados com CTM retornaram as atividades de vida didria mais
rapido em relagdo ao controle.

A revisdo sistematica analisou 6 estudos com 195 pacientes e avaliou a melhora da
regeneracdo 0ssea e cartilaginosa com uso de células-tronco mesenquimais em pacientes com

fratura 6ssea e osteoartrite.

Qualidade dos estudos incluidos

Duas escalas de qualidade foram utilizadas para avaliar os estudos. A qualidade dos

ensaios clinicos randomizados esta na Figura 6 e a qualidade dos estudos ndo-randomizados

na Figura 7.
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A avaliagdo do risco de viés e feito através de uma ferramenta da Cochrane baseada
em uma avaliacdo critica para diferentes aspectos. N&o caso do estudo de Dallari et al. (2007)
ndo foi informado se a sequéncia de alocacdo foi ocultada até que os participantes fossem
inscritos e designados para as intervenc@es. Também néo foi informado no artigo se os dados
que produziram este resultado foram analisados de acordo com um plano de anélise pré-
especificado que foi finalizado antes que os dados de resultados ndo cegos estivessem
disponiveis para andlise. Esses dois fatores deram a classificacdo de risco incerto nos

quesitos: Viés no processo de randomizacao e Viés na selecdo do resultado relatado
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Nos estudos observacionais ndo existe controle das variaveis e confundidores,
portanto, os pesquisadores ficam limitados & observacdo dos dados e suas caracteristica,

devido a isso, 0s estudos observacionais apresentam maior risco de viés.
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Discussao

O desenvolvimento de novas estratégias para promover a regeneracdo éssea e
cartilaginosa € de interesse clinico. Nessa linha, esta revisao sistematica fornece evidéncias do
potencial regenerativo das CTM no reparo de fraturas e no tratamento da osteoartrite.

Apesar do nimero crescente de estudo sobre este tema, estudos com humanos ainda
sdo restritos, 0 numero de pacientes tratados é limitado e existe um grande risco de viés em
relacdo aos achados clinicos. Um exemplo de viés que se destaca é relativo a avaliacdo da dor
por meio de escalas analdgicas. Sabe-se que a percepcdo da dor é subjetiva e pode ser
influenciada por situacBes externas e/ou psicologicas (SILVA; RIBEIRO, 2011). Vieses
também podem ocorrer para se atender aos preceitos éticos. Em estudos que envolvem
transplante de CTM néo é possivel efetuar a coleta do material bioldgico de pacientes que ndo
receberam as células. Logo, néo é possivel fazer um estudo com delineamento cego, pois para
a extragdo de CTM é preciso assinar um termo de consentimento e, portanto, o paciente
saberd que ele necessariamente sera submetido ao transplante. Por outro lado, 0os que nao
assinam o termo nao sdo submetidos a coleta e, por consequéncia, ao transplante.

Apesar das dificuldades relatadas, a revisdo sistematica evidenciou, por meio de
achados histomorfoldgicos, que os grupos tratados com CTM tiveram desfecho favoravel
devido ao aumento da osseointegracdo e consolidacdo Gssea, em menor prazo no caso de
fraturas; e regeneracdo da cartilagem em pacientes com osteoartrite. Todos 0s pacientes
tratados ou ndo com CTM apresentaram melhora clinica e funcional, retornando as atividades
de vida diaria. Porém, os pacientes tratados com CTM obtiveram melhora precoce em relagédo
aos néo tratados.

A fonte de obtencdo de CTM mais descrita na literatura € a medula dssea, rica em
células clonogénicas presentes no estroma medular. Uma outra fonte que se destaca € o tecido
adiposo. Na presente revisdo essas duas fontes apresentaram o mesmo destaque visto que 50%
dos artigos usaram cada uma delas. Porém, a CTM de origem do tecido adiposo podem ser
mais interessantes clinicamente se considerado que a sua obtencao € menos agressiva (pungdo
da crista iliaca versus mini lipoaspiragdo), apresenta menores riscos aos pacientes (visto que
os transplantes sdo autdlogos), a recuperacao € mais rapida e, portanto, ha menor morbidade.
Além disso, as celulas derivadas do tecido adiposo tém potencial proliferativo de oito a dez
passagens, alem da auséncia de rejeicdo imunoldgica como também acontece com CTM de
outras fontes (ZUTTION et al., 2013).
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N&o existe um consenso sobre a quantidade de células a serem usadas. Apenas um
estudo analisou trés quantidades diferentes de células para o transplante (JO et al., 2014). Os
resultados desse estudo demonstrou que apenas a maior dose (1,0 x 108) foi efetiva em levar a
regeneracdo da cartilagem e reducdo do defeito. Porém, outros estudos relatados, que
utilizaram quantidades menores de CTM, tambeém obtiveram desfechos favoraveis quando
comparados 0s grupos transplantados com o controle (DALLARI et al., 2007; CHU et al.,
2019). Outro fato que merece atencdo é que ha estudos que relatam efetividade do tratamento
mesmo quando sdo transplantados um ndmero bem pequeno de CTM na ordem de 103
células. Essas quantidades tdo dispares, num futuro préximo, vdo requerer que estudos e
sociedades pensem num processo de padronizagao de prescricéo.

Os artigos revisados nao possuem consenso sobre o melhor método de entrega de
CTM. Observou-se que para os dois estudos de osteoartrite a via de administracao foi injecéo
intra-articular (CASTILLO-CARDIE et al., 2019; KIM et al., 2016). J& nos casos de fraturas
observou-se que as CTM foram transplantadas por inje¢do (CASTILLO-CARDIEL et al.,
2019) ou em associa¢do com o suporte. Assim, as CTM foram ancoradas em PRP associado a
0sso liofilizado ou osso liofilizado isoladamente (DALLARI et al., 2007) ou B-TCP (CHU et
al., 2019; GRANCHI et al., 2017)

E importante ressaltar que a terapia celular com CTM n#o se associou a nenhum efeito
adverso grave. Esse fato demonstra que o método é seguro e de baixo risco. Porém, estudos
com maior n amostral precisam ser conduzidos e os pacientes devem ser acompanhados ao
longo de muitos anos para se confirmar a seguranca da terapia a longo prazo.

Destaca-se ainda que a osteoartrite, € uma doenca que afeta principalmente mulheres
(ITO et al., 2019), idosos, obesos, hipertensos, diabéticos (LEITE et al., 2011) e também
atletas de alto rendimento devido ao impacto repetido na articulacdo por um longo periodo de
tempo (GOUTTEBARGE et al., 2015). Assim, sera necessario também realizar estudos para
populacOes especifica a fim de se estabelecer quais delas sdo realmente candidatas a terapia
celular e quais delas irdo melhor se beneficiar dessa terapéutica inovadora.

Com relacdo a qualidade dos artigos incluidos na revisao sistematica observou-se alto
risco de viés nos estudos ndo-randomizados e observacionais. Esse fato ja era esperado visto
que nos estudos observacionais ndo existe controle das variaveis e confundidores
(ARONSON et al., 2018). Ja em relagéo aos estudos randomizados foi observado uma melhor
qualidade. No entanto, um dos estudos apresentou risco incerto. O risco incerto ndo

necessariamente indica que o estudo néo teve qualidade. Nesse caso pode ter ocorrido falhas
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no relato/descrigdo e esse fato derivou na classificagédo de risco incerto. Portanto, esta reviséo

sistematica deve ser avaliada com cautela.

Concluséo

Esta revisdo sistematica avaliou 6 estudos com 195 pacientes e demonstrou que 0 Uso
de células-tronco mesenquimais € eficiente no reparo de fraturas e na regeneracdo da
cartilagem em pacientes com osteoartrite. Porém, o numero de estudos em humanos ainda €
restrito. Assim, sugerimos a realizacdo de mais estudos randomizados envolvendo um ndmero
maior de pacientes tratados e com acompanhamento a longo prazo. Além disso,
recomendarmos que as autoridades da area iniciem uma discussdo acerca da padronizacdo do
nimero de células-tronco mesenquimais a serem prescritas para as diferentes necessidades
clinicas. Sera importante num futuro préximo termos metas de quantidades de células para o
tratamento de osteoartrite, por exemplo, e para fraturas dsseas sendo para essas consideradas
as extensoes das lesdes. Outro fato a ser discutido sdo as formas de entregas das CTM e se

essas serdo utilizadas isoladamente e/ou em associa¢do com suportes.
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CONSIDERACOES FINAIS

O uso de celulas-tronco mesenquimais € eficiente no reparo de fraturas e na
regeneracgdo da cartilagem em pacientes com osteoartrite.

O numero de estudos em humanos ainda € restrito.

Sugerimos realizacdo de mais estudos randomizados envolvendo um ndmero maior
de pacientes tratados e com acompanhamento a longo prazo.

Recomendarmos que as autoridades da area iniciem uma discussdo acerca da
padronizacdo do numero de células-tronco mesenquimais a serem prescritas para as
diferentes necessidades clinicas.

Serd importante num futuro proximo termos metas de quantidades de células para o
tratamento de osteoartrite,

Estabelecer melhores formas de entregas das CTM e se essas serdo utilizadas

isoladamente e/ou em associa¢do com suportes.
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