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RESUMO

Introducdo: O envelhecimento, as doencas e lesdes podem ser considerados
como o resultado de células que estao danificadas ou em estado de mau fun-
cionamento. A medicina regenerativa tem como premissa restabelecer a ho-
meostase dos tecidos, para promover reparacdo ou substituicdo de células,
tecidos ou 6rgdos danificados, envolvendo a articulacdo de diferentes discipli-
nas, dentre elas engenharia, tecnologia, medicina e biologia.

Objetivos: Descrever a composicdo e os produtos derivados da medula éssea,
sua utilizacdo e aplicacdo em medicina regenerativa, e enumerar as formas de
obter os derivados; citar os tipos de procedimentos que sdo realizados e des-
crever as principais indicacoes.

Metodologia: Revisdo de literatura realizada através de pesquisa nas bases
de dados LILACS e PUBMED em artigos cientificos publicados no periodo de
2007 a 2022, buscando verificar a efetividade dos procedimentos em medici-
na regenerativa, apresentados com utilizacdo de células-tronco extraidas da
medula éssea, e entender a fisiopatologia dos mecanismos envolvidos. Foram
excluidos os trabalhos que relatavam pesquisa em animais e com células-tron-
co provenientes de tecido adiposo.

Conclusao: Os estudos, em sua maioria, mostram que os produtos derivados
da medula éssea possuem efetividade e capacidade de mudar o curso da do-
enca, desde que aintervencdo seja precocemente realizada. Ademais, existem
inimeras pesquisas na area de medicina regenerativa com utilizacdo de méto-
dos adjuvantes em associacdo com a engenharia genética no desenvolvimento
de biomateriais e ortobioldgicos, além de expansao das células-tronco em la-
boratério. Alguns pesquisadores questionam o custo financeiro do método e,
por isso, temem a dificuldade de acesso da maioria da populacao.
Descritores: Medicina regenerativa. Células-tronco mesenquimais. Plasma
rico em plaquetas. Medula 6ssea. Células estromais.
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ABSTRACT

Introduction: Aging, disease and injury can be thought of as the result of cells
that are damaged or in a malfunctioning state. Regenerative medicine's premise
is to restore tissue homeostasis by promoting repair or replacing damaged cells,
tissues or organs, involving the linking and combination of different disciplines,
including engineering, technology, medicine and biology.

Objective: To describe the composition and products derived from bone marrow;
use, and application in regenerative medicine, and list the ways to obtain the
derivatives; mention the types of procedures that are performed and describe the
main indications.

Methodology: Literature review through research carried out in the LILACS and
PUBMED databases from 2007 to 2022, searching to verify the effectiveness of
regenerative medicine procedures described in published scientific articles using
stem cells extracted from bone marrow, seeking to understand the pathophy-
siology of mechanisms involved. Studies reporting research on animals and stem
cells from adipose tissue were excluded.

Conclusion: Most studies show that bone marrow-derived products are effective
and capable of changing the course of the disease, provided that intervention is
performed early. Furthermore, there are numerous researches in the field of re-
generative medicine using adjuvant methods in association with genetic enginee-
ring in the development of biomaterials and orthobiologicals, and the expansion
of stem cells in the laboratory. Some researchers question the financial cost of
the method; therefore, they fear the difficulty of access by the majority of the
population.

Keywords: Regenerative Medicine; Mesenchymal Stem Cells; Platelet-rich Plas-
ma; Bone Marrow; Stromal Cells.
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INTRODUCAO

A primeira vez que se teve noticias da descri¢do cientifica
de reparagdo de feridas e regeneragdo de 6rgaos e tecidos vem
de longa data, tdo antiga quanto a prépria humanidade. Na mi-
tologia grega, existe uma narrativa que envolve Prometeu - o
tita Grego, responsdvel pela criagdo da humanidade, que foi pu-
nido por Zeus pelo fato de desobedecé-lo, roubando-lhe o fogo e
doando aos mortais. Como castigo, ele ficaria amarrado a uma
grande pedra, onde, todos os dias, uma imensa dguia devoraria
uma parte de seu figado, que se regeneraria, posteriormente”.

Mais recentemente, os trabalhos da ciéncia que envolvem
células-tronco com regeneragdo de 6rgéos tiveram seu marco
inicial nos anos de 1950, em modelos animais, onde foram re-
alizadas as primeiras tentativas de transplante de medula 6s-
sea. Essas experiéncias pioneiras viabilizaram o aprimoramento
das pesquisas para o transplante de medula éssea em humanos,
uma terapia amplamente utilizada em varias doencgas do san-
gue®. Atualmente, a medicina regenerativa tem, como um de
seus principais focos, a pesquisa cientifica, ndo apenas na busca
de novas terapias, como também de entender a biologia bésica

e a patogenia da doenca®,

A medula 6ssea tem, em sua composi¢do, mieloblastos,
metamieldcitos, promielécitos, granulécitos segmentados (eo-
sindfilos, neutréfilos e basoéfilos), linfocitos, mondcitos, células-
-tronco mesenquimais (hematopoietic stem cells), eritroblastos
nucleados, que expressam a qualidade do aspirado medular, e
fragmentos enucleados como os eritrécitos maduros, plaquetas
e pro-eritroblastos®. Essas células, que ficam localizadas no en-
ddsteo, o qual, por sua vez, é recoberto por osteoblastos e re-
moldado por osteoclastos, promovem a manutencdo das célu-
las mesenquimais. A autorrenovagdo dessas células é realizada
através do nicho perivascular pelas células CAR, que secretam
os fatores necessdrios®. Sdo células multipotentes (estromais e
células-tronco hematopoiéticas) e tém grande potencial regene-
rativo. Com o passar dos anos, vem ocorrendo uma diminuigédo
das células mesenquimais®”.

Existem duas formas de utilizagdo do aspirado de medula
6ssea: BMA (Bone Marrow Aspirate) e BMAC (Bone Marrow As-
pirate Concentrate). No primeiro, a medula ndo é manipulada
em laboratério, o que torna a técnica mais barata. No segundo,

®e N° 62-OUTUBRODE2022 | 35



a manipulacéo ¢ realizada com o objetivo de separar as células
de interesse, que sdo as células totais nucleadas e as plaquetas.
Apés a coleta do BMA, forma-se um coagulo que ird desempe-
nhar papel importante na reparacgéo dos tecidos. Essa forma-
¢éo ocorre através de degranulacdo e ativacdo de plaquetas, e
citocinas osteotrdpicas sdo liberadas no local lesionado, junta-
mente com os fatores de crescimento®. No aspirado de medula
Ossea, em comparagdo ao sangue periférico, observa-se maior
concentrado de células progenitoras, especialmente o aspirado
medular, que deve ser coletado utilizando-se seringa especifica
de 10ml na crista posterior, fazendo-se movimentos circulares
combinados com movimentos de entrada e saida da agulha, em
diferentes diregoes®.

Outro fend6meno importante, no processo, é a atividade
fibrinolitica, que ocorre na formagdo do codgulo, levando a li-
beracdo de fatores da angiogénese. O concentrado celular de
medula dssea (BMAC) tem sido muito utilizado para tratar
condigdes osteoartriticas, por proporcionar a angiogénese e a
osteogénese, pois possui propriedades osteocondutivas e os-
teoindutivas'®'*. A literatura ainda descreve importante funcio
imunomodulatéria e anti-inflamatdria, o que o torna capaz de
induzir e aumentar significativamente o potencial de reparacédo
dos tecidos'!.

Além da utilizagéo no reparo da lesdo condral dos quadros
de osteoartrite, a osteonecrose tem sido estudada exaustiva-
mente. Hernigou, P. et al. relatam, de forma pioneira, que a in-
jecdo de células-tronco de medula éssea, nos quadros de oste-
onecrose da cabega do fémur, seria uma técnica segura e com
capacidade de melhorar os estdgios iniciais da doenga'?.

Andriolo et al.*® (2018) reafirmaram, em estudo de revisdo
sistematica e de metanalise, confirmado por Hernigou, através
de estudo prospectivo e randomizado, o efeito, a longo prazo,
dos tratamentos com utilizagdo de células-tronco da medula
6ssea. No entanto, os estudiosos apresentam uma viséo critica
e questionam a qualidade e a competéncia celular, consideran-
do as alteragbes no ambiente em que ocorre a osteonecrose.
Relatam ainda que os aspirados de medula dssea sdo coletados
em pacientes com patologia éssea e com fatores de risco asso-
ciados (dlcool, corticoides...). Por fim, questionam o que pode
tornar as células mesenquimais de medula dssea incompeten-
tes na fun¢do regenerativa, quando injetadas em humanos que
apresentam estdgios tardios de osteonecrose'**°.

Como sera possivel se obter correcéo, de forma permanen-
te, da desadaptagdo ocorrida com essas células? Recentemen-
te, alguns autores descrevem que as células mesenquimais da
medula éssea podem conter informacdes epigendmicas, o que
poderd alterar a trajetéria de expressdo génica, bem como a fun-
cionalidade celular ao longo da vida. Células-tronco expandidas
in vitro podem aumentar numericamente e contribuir na solu-
¢éo do problema. Estimulos macro (hébitos de vida, tabagismo,
poluigéo...) e microambientais (in situ) poderiam explicar as al-
teragdes no reparo’”.

METODOLOGIA

Trata-se de uma revisdo integrativa, que utiliza, como bases
de dados, LILACS e PUBMED, através de artigos cientificos pu-
blicados em literatura especializada no perfodo compreendido
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de 2007 a 2022, a fim de verificar a efetividade dos tratamentos
da medicina regenerativa com utilizacdo de células-tronco e
buscar compreender os mecanismos fisiopatoldgicos envolvi-
dos no processo. A pesquisa foi realizada de abril a junho de
2022, e os artigos foram selecionados apés verificagéo do titulo
e se contemplavam os objetivos deste trabalho. Os artigos foram
obtidos em lingua inglesa, utilizando-se os “Descritores de bus-
cas em Ciéncias da Satde” (DECs) ou Medical Subject Headings
(Mesh): medicina regenerativa; células-tronco mesenquimais;
plasma rico em plaquetas; medula 6ssea; células estromais e
seus correlatos, na lingua inglesa.

CRITERIOS DE ELEGIBILIDADE

Foram considerados, para esta revisdo, os trabalhos que des-
creviam a pratica da medicina regenerativa, os métodos utiliza-
dos, a forma de obtengéo dos produtos, os tipos de procedimen-
tos realizados e a forma de utilizacdo do método.

CRITERIOS DE EXCLUSAO

Foram excluidos os trabalhos que relatavam pesquisas em
animais.

Existem varios estudos publicados, na literatura especiali-
zada, sobre o isolamento e o desenvolvimento de células-tron-
co que representam um grande avango e norteiam os cientis-
tas na identificagdo e no cultivo de tipos especificos de células
para regenerar os tecidos em varias enfermidades, a exemplo
de doenca de Alzheimer'?, doencas do coracdo'®, doenca de
Parkinson'®, pulméo'”"®, figado, musculos, tecido 6sseo e ou-
tros 6rgdos'??!. Alguns autores, demonstram preocupagio com
os aspectos éticos que surgiram com as pesquisas de células-
-tronco, tanto em humanos quanto em animais®”.

No nascimento, é observada uma razéo de 1:10.000 células
mesenquimais/células totais, enquanto que, aos 80 anos, essa
razdo é de 1:2.000.000. Esse fendmeno ocorre apenas na medula
6ssea, mas nao no tecido adiposo. As células-tronco da medula
4ssea expressam razdo constante de 1:10-15.000°,

Os produtos derivados da medula 6ssea também vém sen-
do estudados, associando-se ao dcido hialurénico. De Melo et
al”* (2020) demonstraram que, quando cultivadas com matriz
de rede polimerizada de PRP rica em leucécitos, as células de-
rivadas de tecido adiposo humano tém capacidade osteogénica
e condrogénica maior, em comparagdo com matriz de fibrina, o
que sugere utilizar matriz de PRP nas lesdes condrais24. Relatos
de pesquisadores sugerem que, aproximadamente, apenas 0,08,
0,007 e 0,001-0,01% de células nucleadas na medula déssea sdo
células-tronco hematopoiéticas, EPCs (células progenitoras en-
doteliais) e CTPs (progenitores do tecido), respectivamente. O
restante das células presentes na medula dssea (>99%) sao célu-
las ndo progenitoras — hemécias, plaquetas e leucécitos™.

Foram encontrados, na pesquisa realizada, varios estudos
em medicina regenerativa e sua aplicagdo em doencas do ser
humano, como no estudo do céncer®’, lesdes cerebrais adqui-
ridas e degenerativas do sistema nervoso®’, doengas odontold-
gicas, etc. Dentre elas, as doengas mais frequentemente citadas
foram os quadros de artrites e osteoarteonecroses, sobretudo
do quadril. Os principais fatores de risco associados séo atribu-
idos a condigdes etiolégicas multiplas, como a hipoperfusdo e a
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Figura 2. (A) Marcacdo da pele na espinha ilfaca pdstero-superior para aspira¢do da medula Gssea. (B) Aspiragéo de medula dssea ilfaca com agulha de Jamshidi.

(C) Medula éssea coletada nos tubos conicos. Fonte: Gali et al.,, 20183

isquemia nos tecidos, além dos fatores genéticos, os relaciona-
dos a fatores externos e ambientais, ao uso abusivo de dlcool, de
tabaco e uso crénico de medicamentos (corticoides) que pro-
movem diretamente dano téxico celular®.

Balistreri et al* (2020), em artigo publicado em 2020, re-
latam que a terapia com células-tronco, que nasceu de forma
revoluciondria como uma promessa na substituicdo dos trata-
mentos farmacoldgicos, é ainda uma esperanca, embora nio
seja uma solucédo eficaz neste momento. No entanto, um novo
horizonte nesse campo esta surgindo, embasado em um melhor
entendimento da biologia das células-tronco, como também no
uso de tecnologias avancadas e disciplinas inovadoras, o que
podera levar a tdo esperada revolugdo médica®.

Em revisdo sistemadtica recente, Rodriguez-Fuentes et al.®
(2021) relatam que existem, atualmente, estudos e ensaios em
grande numero de ambientes clinicos, com o uso de células-
-tronco mesenquimais humanas (hMSCs). Nessa reviséo, con-
siderando os trabalhos publicados até julho de 2020, existia
um total de 1.138 ensaios cadastrados. A maioria dos estudos
se encontra na fase 2 (61,0%) ou na fase 1 (30,8%), e as dreas
mais estudadas foram as de traumatologia, cardiologia, neuro-
logia e imunologia. Desses estudos, apenas 18 ensaios clinicos

P i vy o s s .

publicaram resultados: a medula 6ssea foi a fonte mais comum
de isolamento. O tratamento variou de 1-200 M hMSCs. Todos
eles tém métodos de preparo semelhantes, com resultados po-
sitivos e sem efeitos adversos graves™.

Os principais produtos descritos e utilizados foram os deri-
vados do aspirado de medula éssea, o BMA (Bone Marrow Aspi-
rate) e o BMAC (Bone Marrow Aspirate Concentrate), de forma
individualizada ou em associa¢do com outros métodos (PRP —
plasma rico em plaquetas, cultivo de células-tronco em labora-
tério, scaffolds, 4cido hialurdnico, etc.). A Figura 1 demonstra o
processo de coleta do BMA.

A Figura 2 demonstra a preparagdo do BMAC. O sangue as-
pirado é colocado em 6 tubos de centrifugagio, cada tubo com
cerca de 10 mL de BMA, para, em seguida, ser adicionada a so-
lugdo de histopaque a esses tubos. O processo de centrifugagado
é feito por 20 min, aumentando-se lentamente até 2000 rpm, de-
pois diminuindo gradualmente. Apds a centrifugacéo, formam-
-se quatro camadas. A segunda camada (camada de buffy coat),
que contém o numero maximo de MSCs, é, entéo, separada de
todos os tubos da centrifuga e coletada em um tnico tubo®.

O PRP é preparado por um processo conhecido como cen-
trifugacdo diferencial. Na centrifugacdo diferencial, a forga de

iy

Figura 2. (A) Centrifuga usada para concentragdo intraoperatdria de medula ¢ssea aut6loga. (B) Aspirado de medula dssea centrifugado, mostrando a camada de buffy
coat rica em células progenitoras que precisam ser extraidas. (C) Concentrado de aspirado de medula éssea obtido apds a coleta da camada de buffy coat de todos os

tubos de centrifugacéo. Fonte: Gali et al., 2018.%".

®e N° 62+0OUTUBRO DE 2022 37



Figura 3. - Fluxograma com descri¢do da preparagdo do PRP. Fonte: inspirado
em Dhurat, Sukesh, 2014.*

PUNGCAO VENOSA

Primeira Rodada: Coleta de cerca de 34 ml (8,5 ml
cada x 4 tubos) de sangue total (WB) em tubos vacutai-
ner anticoagulados

Segunda Rodada: Transferéncia da camada superior
com a camada leucoplaquetéria (buffy coat) para tu-
bos estéreis vazios

Coleta de precipitados
de plaguetas com
poucos glébulos
vermelhos no fundo
dos tubos

Homogeneizacao
dos precipitados de
plaguetas misturados
no terco inferior do
plasma, descartando
os dois tercos
restantes.

Pronto para usar 5 ml de PRP homogeneizado
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aceleracdo é ajustada para sedimentar certos constituintes ce-
lulares com base em diferentes gravidades especificas.

Existem muitas maneiras de preparar o PRP, o que pode ser
feito pelo método PRP ou pelo método buffy coat™.

O fluxograma que constitui a Figura 3 explicita a preparagéo
do PRP.

No método PRP, realiza-se uma centrifugacéo inicial, com o
objetivo de separar os glébulos vermelhos (RBC); em seguida,
faz-se uma segunda centrifugagdo, para concentrar as plaque-
tas, que sdo suspensas no menor volume plasmatico final. Na Fi-
gura 3, o fluxograma demonstra um processo de dupla centrifu-
gacdo do PRP. O WB (sangue total) é, inicialmente, coletado em
tubos que contém anticoagulantes. A primeira etapa de rotagéo
é feita em aceleracdo constante, com o objetivo de se separar os
RBCs do volume WB restante. Ap6s a primeira etapa de rota-
¢éo, o0 WB se apresenta em trés camadas: uma camada superior,
que contém principalmente plaquetas e WBC, uma camada fina
intermedidria (buffy coat) que é rica em WBCs, e uma cama-
da inferior, composta principalmente de RBCs. Na producéo de
PRP puro (P-PRP), a buffy coat superficial e a camada superior
sédo transferidas para um tubo estéril vazio. Na producéo de PRP
rico em leucdcitos (L-PRP), toda a camada leucocitéria obtida e
poucas hemadcias sdo transferidas. Entdo, é realizada a segunda
etapa de centrifugacdo, que deve ser apenas para auxiliar na for-
magcdo de pelotas moles (plaquetas eritrocitarias) depositadas
no fundo do tubo. A por¢éo superior, que é composta principal-
mente de PPP (plasma pobre em plaquetas), é, entdo, removida.
As “pelotas” sdo homogeneizadas no 1/3 inferior (5 ml de plas-
ma) para criar o PRP (Platelet-Rich Plasma)®”.

As células-tronco mesenquimais podem ser bem particula-
rizadas por sua capacidade de autorregulacéo e diferenciagéo
de multiplas linhagens, como, por exemplo, nas linhagens oste-
ogénicas. Nota-se ainda que os derivados da medula éssea pos-
suem alto valor de prestabilidade frente a uma prerrogativa de
que podem ser pouco despendidos na medicina contempora-
nea, sobretudo devido a sua relativa concretizacdo. Estudiosos
defendem a difusdo do conhecimento acerca das aplicagées dos
derivados da medula dssea, bem como o treinamento de pro-
fissionais de satide, em uma perspectiva transdisciplinar, para
promover a medicina regenerativa de forma globalizada *>**.

Acredita-se que hd um amplo potencial de melhora no uso
clinico em varias situagoes patolégicas, sobretudo quando no-
vos estudos genéticos e moleculares forem compreendidos e
incorporados no contexto terapéutico.

Nesse contexto, estudos translacionais, pesquisas pré-clini-
cas e andlises de sucessos recentes mostram um caminho racio-
nal para aprovagédo e implantacédo regulatdria do uso de deriva-
dos da medula éssea como mais uma alternativa de tratamento
35

Em suma, a medicina regenerativa do século 21 veio enri-
quecer as op¢oes de cuidados para os pacientes. A aplicacéo de
tecnologia inovadora possibilitard o desenvolvimento de cami-
nhos anteriormente inimagindveis para determinadas doengas
e deficiéncias graves. A proposta veio a democratizar os bene-
ficios de satde para todos. Pesquisa, educacdo continuada na
busca de forga de trabalho especializada, desenvolvimento inte-
grado de forma multidisciplinar e a implementagéo de praticas



PRINCIPAIS APLICACOES DE DERIVADOS DA MEDULA OSSEA NA MEDICINA REGENERATIVA

baseadas em evidéncias certamente estardo no contexto princi-
pal e inevitdvel na aplicabilidade da medicina regenerativa®*®’.

CONSIDERAGCOES FINAIS
Face a essas consideragdes, pode-se concluir:

1. os derivados da medula éssea demonstram ser promis-
sores na aplicacdo da medicina regenerativa;

2. autilizagdo das células-tronco na medicina regenerativa
é um método de facil manipulagéo e de baixo custo;

3. o uso clinico das células-tronco coletadas da medula 6s-
sea indica, até o momento, ndo haver efeitos colaterais e even-
tos adversos considerados graves;

4. possiveis mecanismos fisiopatolégicos envolvidos pode-
rdo incrementar a aplicabilidade das células tronco na medicina
regenerativa.

5. resultados futuros, trardo novas informacdes sobre o po-
tencial terapéutico das células-tronco provenientes da medula
Ossea e, certamente, mostrardo sua importancia na medicina
regenerativa.
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