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RESUMO

Introducao: O inicio da engenharia de tecidos a partir dos anos 2000 abriu novas
possibilidades no tratamento de varias doengas. Infelizmente, estas tecnologias ainda t€ém
limitacdes, mas a identificagdo de células estaminais do ligamento periodontal, nos varios
estudos desenvolvidos em engenharia tecidual mostram que € possivel regenerar tecidos
danificados pela periodontite. ~ Nos ultimos anos, muitos tratamentos tém sido
desenvolvidos em engenharia de tecidos com o objetivo de regenerar danos teciduais

causados pela periodontite.

Objetivos: O objetivo final desta revisao integrativa (RI) € avaliar o potencial terapéutico
e clinico das células estaminais do ligamento periodontal para tratamentos futuros da

periodontite.

Materiais e Métodos: Nesta revisdo narrativa foram utilizadas 3 bases de dados digitais
PubMed, Web of Science, Cochrane para selecionar os estudos em que foram
transplantadas células estaminais do ligamento periodontal para dreas com defeitos
tecidulares causados por periodontite. Utilizando a metodologia PICO sintetizaram-se os
resultados de 12 artigos, 11 tratam da transplantacdo em animais e um da transplantagao

em seres humanos.

Resultados: A andlise de 12 estudos mostra apds o transplante, uma melhoria
significativa na perda de insercdo, e gracas a andlise histolégica e tomografica uma
regeneracdo dos trés principais tecidos do periodonto, ou seja, 0sso, ligamento
periodontal e cemento contribuindo para a restauracdo da insercdo periodontal, sem

quaisquer efeitos adversos.

Conclusoes: Esta revisdo integrativa destaca o potencial significativo das células
estaminais do ligamento periodontal para a regeneracao periodontal. Os resultados atuais
ainda exigem uma investiga¢do mais aprofundada. Estudos clinicos maiores e de longo
prazo sido necessdrios para avaliar melhor a eficdcia e a seguranca desta abordagem
regenerativa.

Palavras-chave: Ligamento Periodontal, Transplante de Células, Células Estaminais,

Periodontite.






ABSTRACT

Introduction: The beginning of tissue engineering in the 2000s opened up new
possibilities in the treatment of various diseases. Unfortunately, these technologies still
have limitations, but the identification of periodontal ligament stem cells in the various
studies developed in tissue engineering show that it is possible to regenerate tissues
damaged by periodontitis. Inrecent years, many treatments have been developed in tissue

engineering with the aim of regenerating tissue damage caused by periodontitis.

Objectives: The ultimate goal of this integrative review (IR) is to evaluate the therapeutic
and clinical potential of periodontal ligament stem cells for future treatments of

periodontitis.

Materials and Methods: In this narrative revision, 3 digital databases PubMed, Web of
Science, Cochrane were used to select studies in which periodontal ligament stem cells
were transplanted into areas with tissue deficiencies caused by periodontitis. In this
integrative review, the results of 12 articles are synthesized, 11 dealing with

transplantation in animals and one with transplantation in humans.

Results: The analysis of 12 studies shows after transplantation, a significant gain in the
attachment loss, and thanks to the histological and tomographic analysis a regeneration
of the three main tissues of the periodontium, bone, periodontal ligament and cementum

contributing to the restoration of periodontal attachment, without any adverse effects.

Conclusions: This integrative review highlights the significant potential of periodontal
ligament stem cells for periodontal regeneration. The current results still require further
investigation. Larger, long-term clinical studies are needed to better evaluate the efficacy

and safety of this regenerative approach.

Keywords : Periodontal ligament, Cell transplantation, Staminal cells, Periodontitis.
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INTRODUCAO

"A periodontite é a segunda doenga crénica mais comum nos Estados Unidos"

Centers for Disease Control and Prevention

A sauide da cavidade oral € um indicador do nosso estado geral de saide e pode fornecer-
nos informacdes valiosas sobre nossa condicdo fisica como um todo. A especialidade
dentdria conhecida como periodontologia clinica dedica-se ao estudo e ao cuidado das
estruturas de suporte dos dentes, essenciais para a funcionalidade e aparéncia dos dentes,
mas também muito importantes como indicadoras, permitindo a prevenc¢do de disttrbios

mais graves que podem afetar o organismo humano (Petersen, 2003).

As doengas periodontais, nomeadamente a periodontite, afecta ja 1 087,37 milhdes de
pessoas em todo o mundo, com uma prevaléncia global de 50% (Cui, 2023). Estas
doencas podem levar a problemas que vao desde a inflamacdo das gengivas até a perda

de dentes (Pihlstrom, 2005).

Este estudo visa explorar os desafios mais urgentes e fascinantes da periodontologia
clinica utilizando os avangos da engenharia dos tecidos, em particular o potencial do
transplante de células estaminais da cavidade oral para reparar os danos nos tecidos
causados pela periodontite. Através da andlise de varios estudos clinicos, este trabalho
pretende encontrar respostas a perguntas atuais e, assinalar novos desafios que poderao

estimular estudos futuros.

Ao prosseguir este trabalho cientifico, o objetivo final continua a ser a melhoria da saide
e da qualidade de vida dos pacientes. E com esse objetivo em mente que esta tese visa
enriquecer compreensdo da periodontologia clinica, um campo amplo e em constante

desenvolvimento.
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I.

INTRODUCAO: DA PERIODONTOLOGIA A ENGENHARIA TECIDUAL

1.1. Generalidades em periodontologia
1.1.1. Anatomia do periodonto

O periodonto é o agrupamento de tecidos que suportam e sustentam o dente na
cavidade oral. Podemos dividir o periodonto em um compartimento superior composto
principalmente pela gengiva e um compartimento inferior formado pelo ligamento
periodontal, cemento radicular e o osso alveolar (Figura 1) (Bouchard et al, 2015). O
periodonto também se pode dividir em tecidos moles (gengiva e ligamento periodontal)

e em tecidos duros (cemento, osso alveolar) (Figura 1).

o
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Figura 1: Os componentes do periodonto subdivididos em tecidos moles e
duros (Modificado de Bouchard et al, 2015). BM: bordo marginal; CID:
Contato interdentdrio; GA: gengiva inserida; GM: gengiva marginal ou
livre; LC: lamina cribriforme; LMG: linha mucogengival; OC: osso
cortical; OS: osso esponjoso; SM: ranhura marginal.

A gengiva, também conhecida como tecido gengival, € uma mucosa mastigatdria
oral que protege as raizes dos dentes e 0 0sso alveolar. A gengiva estd separada da mucosa
oral, vermelha, vascularizada pela linha mucogengival (LMG) (figura 2).

A gengiva divide-se em 3 partes. A gengiva inserida (GA), mede em média de 4-
6 mm tem cor rosa, estd firmemente ligada ao osso alveolar, cemento e peridsteo e €

fortemente queratinizada. A gengiva inserida estd separada da gengiva livre ou marginal

(GM) pelo sulco gengival marginal (SM) que € uma estrutura discreta, por vezes invisivel,
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localizada na jun¢do amelocementaria (JAC). A gengiva livre estd em contacto direto
com as superficies dentdrias, tem uma cor rosa-palida e estd parcialmente queratinizada,
o que lhe confere uma estrutura mais macia e menos resistente do que a gengiva inserida.
Mede cerca de 1,5 mm e corresponde as alturas do sulco (0,5 mm) e da insercao epitelial
(1 mm) (figura 3). Finalmente, a gengiva interdentdria corresponde a extensao da gengiva
livre entre os dentes que tem as mesmas caracteristicas que a gengiva inserida, mas o colo

varia em 2-6 mm e ndo € queratinizada (Bouchard et al, 2006).
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Figura 2 Yista froptgl do sistema de Figura 3: Sec¢do transversal do sistema de
insercdo gengival (Modificado de Bouchard insercdo gengival (Modificado de Bouchard et al
et al, 2015). BM: borda marginal; Cid: , 2015). JAC: juncdo amelocementaria.

Contato interdental; GA: gengiva inserida;
LMG: linha mucogengival; SM: ranhura
marginal; MA: mucosa alveolar.

Histologicamente, a gengiva é constituida por tecido epitelial e tecido conjuntivo.
O tecido conjuntivo € constituido por uma matriz extracelular, que inclui fibras de
colagénio (representando 60% do volume tecidular), e de elastina, fibroblastos, células
imunitarias, ainda vasos sanguineos e nervos. O epitélio gengival de células escamosas,
nao € vascularizado nem inervado (Hubert E. Schroeder, 1997). Pode-se dividir em
epitélio oral, que reveste a cavidade oral, € queratinizado e termina ao nivel do bordo
marginal, em epitélio sulcular, que se encontra a frente do dente sem a ele aderir, e ndo é
queratinizado e finalmente, em epitélio juncional que garante a unido entre a gengiva e o
dente através dos hemidesmossomas ligados as fibras de queratina das células epiteliais.
O epitélio juncional associado ao tecido conjuntivo compde o sistema de ancoragem,

também conhecido como espago bioldgico (Figura 3) (H. F. Wolf et al, 2005).
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O ligamento periodontal mede em média 0,3 mm € um tecido conjuntivo denso
que envolve a raiz dos dentes e liga ao osso alveolar. A sua principal fungdo é garantir a
estabilidade dentdria permitindo simultaneamente alguma mobilidade, necessaria para o
movimento da mastigacdo. Este ligamento permite responder as forcas ortodonticas, as
sensagdes, a propriocep¢do, € tem um papel no suporte imunoldgico (Bouchard et al,
2015). O ligamento periodontal é formado por fibroblastos e uma matriz extracelular
contendo principalmente fibras de colagénio (80% do tipo I e 15% do tipo III), dgua,
proteoglicanos e glicosaminoglicanos. No ligamento periodontal ainda se encontram
vdrias outras células como osteoblastos, cementoblastos, osteoclastos, restos do epitélio

de Malassez, macréfagos, e ainda células mesenquimais indiferenciadas e células de

defesa (mondcitos, macréfagos) (Figura 4) (Ho et al, 2010).
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Figura 4 : Detalhes do ligamento periodontal (
Modificado de H. F. Wolf et al, 2005). 13: fibras
colagénias; D: dentina; C: cemento; CB: cementoblastos;
FIB: fibroblastos; OB: osteoblastos; A: osso alveolar.

O cemento radicular € um tecido mineralizado, avascular, ndo inervado que cobre
araiz do dente. Desempenha uma func¢do crucial na ancoragem do dente ao osso alveolar
através das fibras de Sharpey. E composto por uma camada acelular que se liga a uma
camada celular onde se encontram os cementoblastos que estdo ativos ao longo da vida

(Michael G. Newman H. H., 2006).

O osso alveolar onde se inserem os dentes possui uma cortical interna (composta
por tecido conjuntivo, osteoblastos e osteoclastos) e uma cortical externa (densa, rica em
vasos sanguineos e nervos), além de uma 4rea esponjosa no centro. O osso alveolar é
composto por uma fase mineral de hidroxiapatite de célcio e uma fase organica formada

principalmente por colagénio tipo I, mas também por albumina, HS-glicoproteina a,
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proteoglicanos, glicoproteinas e lipidos. Este osso é perfurado por multiplos pequenos
orificios (ductos de Volkmann) permitindo a passagem de vasos sanguineos e fibras

nervosas (H. F. Wolf et al, 2005).

1.1.2. Gengivite

A gengivite ¢ uma inflamacdo causada por bactérias inespecificas na gengiva
marginal (Konénen et al, 2019). E responsavel por mais de metade de todas as doengas
periodontais, com uma prevaléncia superior a 90% tanto em paises industrializados como
nao industrializados (J.P. Pihlstrom, 2012). A inflamacdo ocorre nas areas papilares e na
gengiva marginal, que ficam avermelhadas e nalguns casos edemaciadas e com
sangramento a sondagem (Figura 5). As estruturas subjacentes, nomeadamente o 0sso

que envolve as raizes dos dentes e o ligamento que os suporta, permanecem intactas (al,
2006).

A gengivite estd associada a um nivel elevado de placa bacteriana, com maior
prevaléncia em doentes com mau controlo de placa. Uma remocgao eficiente da placa,
incluindo a raspagem, facilita o controlo da gengivite, bem como a aplicacdo de medidas
de higiene ao longo do tempo (Fabiana Ozaki, 2006). A epidemiologia natural da
periodontite indica inflamagdo das gengivas, de modo que frequentemente a gengivite

precede a periodontite.

Figura 5 : Fotografia vestibular intraoral do 5
sextante, sauddvel (esquerda) e inflamado (direita)
(Adaptado de H. F. Wolf et al, 2005).
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1.1.3. Periodontite

A periodontite € uma condicdo inflamatéria crénica que afeta as estruturas de
suporte dos dentes, incluindo o periodonto. Este tltimo abrange o ligamento periodontal,

o cemento que reveste a raiz do dente e o osso alveolar que circunda e suporta os dentes.
(Caton, 2018)

A principal causa da periodontite deve-se a presenca de certos microrganismos
nocivos que estdo na placa dentéria, responsaveis pela criacdo de bolsas periodontais. O
seu impacto imediato € a deterioracdo das estruturas de suporte dentdrio, incluindo o
ligamento periodontal, osso alveolar e cemento. A perda dos tecidos de suporte

caracteriza-se por uma perda de adesdo, o que pode levar a perda de dentes (Michael G.

Newman H. H., 2013).

1.1.4. Andlise da representagdo grdfica de cortes teciduais

Ap0s a descrigdo dos sinais clinicos e etioldgicos da gengivite e periodontite, € a
fim de permitir uma melhor compreensao destas doengas, apresentamos 3 representacoes
grificas de cortes teciduais de uma gengiva sauddvel (A), uma gengiva inflamada com

gengivite (B) e, uma gengiva com periodontite (C) (Figura 6) (H. F. Wolf et al, 2005).
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Figura 6 : Representagdes graficas de secdes longitudinais da gengiva
(da esquerda para a direita): sauddvel (A), inflamada com gengivite (B)
e periodontite (C). Rosa: bactérias; Azul: PMNs; Verde: osso
(Modificado de H. F. Wolf et al, 2005).

Na imagem 6 A, podemos ver a presenca de uma pequena quantidade de placa

bacteriana (cor rosa). O epitélio sulcular, bem como o epitélio juncional, ndo apresentam
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qualquer alteracdo. Mantém-se a presencga de fibroblastos e de fibras colagenias. O osso

alveolar permanece intacto.

Na imagem 6 B, que representa a gengivite, hd uma maior presenca de placa
bacteriana (cor rosa). Observa-se uma acumula¢do de neutr6filos (PMNs) (cor azul), bem
como uma maior vascularizacdo. Células linféides, imunoglobulinas, plasmdcitos e
leucécitos infiltram-se na drea subepitelial. O epitélio sulcular é deslocado apicalmente
com a formagdo de uma pseudo-bolsa. As fibras de coldgenio, bem como fibroblastos

comegam a estar danificados.

Na imagem 6 C, que representa a periodontite, observa-se um aumento do
processo inflamatério com um aumento de células linfoides e plasmaticas. A pseudo-
bolsa torna-se uma verdadeira bolsa periodontal e fica ulcerada. A imagem revela uma
perda de insercao no epitélio juncional, bem como a destrui¢do de tecidos, em particular

do osso alveolar.

1.2.  Reabsorciao tecidular e dssea
1.2.1. Mecanismo

A reabsorc¢do tecidular e 6ssea € um mecanismo complexo que ocorre durante a
periodontite. E causada por inflamagio crénica dos tecidos que rodeiam o dente, com a
presenca de osteoclastos que destroem o 0sso e destruicdo dos tecidos moles por varios
agentes. Num contexto sauddvel, uma inflamacao do periodonto € controlada gracas aos
mecanismos de defesa. Na periodontite, o equilibrio entre as células e as bactérias ao
redor do dente e as células do sistema imunitario € interrompido. Isso ocorre porque o
sistema imunoldgico ndo consegue regular a quantidade de bactérias patogénicas, levando

a um aumento da inflamacao. (Loe al,, 1986).

As bactérias presentes no biofilme subgengival foram classificadas de acordo com
a sua patogenicidade (Figura 7). O biofilme subgengival durante a periodontite é
composto principalmente por bactérias Gram-negativas anaerdbias, incluindo
Porfiromonas  gingivalis  (do  complexo  vermelho) e  Aggregatibacter
actinomycetemcomitans (do complexo verde) que se multiplicam muito tornando a placa
mais madura (Socransky S S, 1998). As bactérias do complexo amarelo e verde estdo
presentes na fase inicial da doencga, enquanto as bactérias do complexo vermelho e laranja

correspondem a estados ativos € mais avancados da doenca periodontal. No entanto,
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existem muitas interacdes entre bactérias que potenciam os seus efeitos, dificultando a
classificagdo das bactérias como patogénicas. Atualmente, pensa-se que estas bactérias

patogénicas sdo a causa dos danos diretos e indiretos no periodonto (Krzysciak, 2013).

Complexo violeta

Actingsyoes apeshindi 2
(ACtTomyCes yiseasus)

Complexo vermelho

Complexo amarelo

Streplococcus mits
Stroptococcus onafls
Streplocnceus. sanguls

Complexo laranja

SHEPOCOCCUS Species
Streprococcus pordant
Strepiococius itermedius

Aggregatibacios actinomycedemoomitans B

Complexo verde

Figura 7 : Representagdo dos diferentes grupos de bactérias na microbiota oral
de acordo com a sua patogenicidade (Modificado de Socransky S, 1998).

Os danos diretos resultam da secre¢do de fatores de viruléncia das bactérias cujos
produtos quimicos sdo corrosivos, tais como: lipopolissacarideos, dcido lipoteiquico,
vesiculas extracelulares, enzimas como hialuronidase, proteinases e colagenases, toxinas
como leucotoxinas e metabolitos como compostos sulfurosos voléteis (CSVs), incluindo

sulfeto de hidrogénio, dimetilsulfeto e metilmercaptano (Kachlany, 2010).

Os danos indiretos sd@o causados pela resposta imune do hospedeiro que atua
contra 0os microrganismos patogénicos e suas secre¢des. Quando um agente infecioso
invade o organismo humano, € identificado pelo sistema imunitario através de recetores
reconhecedores de padrdes os PRRs (Pattern Recognition Receptors), estes sdo receptores
especificos de Padrdoes Moleculares Associados a Patogénicos (PAMPs). Os PAMPs
incluem vérios tipos de moléculas, como lipopolissacarideos bacterianos (LPS),
peptidoglicanos, DNA e RNA bacterianos ou lipoproteinas. A identificacio de um PAMP
por receptores especificos inicia a ativacio das células do sistema imunitério (Figura 8)

(Hughes, 2008).

21



A contribuicdo das células estaminais do ligamento periodontal numa dtica de regeneragdo dos tecidos: uma revisdo
integrativa dos estudos in vivo

f/
r/
“
Resident I -
colly f .
1can 1 |
FA MOSE
wa o i |
cytakinas ¥ =
Rosident | M0N0 ! k\‘_,) THF-a, L1
calls — -_
- ceil Monocytes Ostoocksts bt
| i |
l Fre Hydrabytic & Th-1/Th
pi Atitaondy Il Larramat oy protealytic e
— prosucticn cyrokines enoymes respoms
) 4 L ! A
| DESTRUICAO PERIODONTAL |

Figura 8 : Diagrama correlacionando PAMPs e seus efeitos destrutivos
(Modificado de Hans, 2011).

O processo inflamatério da periodontite € iniciado pela ativacdo de uma
subcategoria dos PRRs, os TLRs (Toll like receptors), que sdo proteinas
transmembranares presentes nas células imunes inatas (como neutréfilos e macréfagos),
nas células do sistema imunitario adaptativo (células B e células T), bem como nalgumas
células periodontais (fibroblastos gengivais e desmododontais, células epiteliais) e
noutros tipos celulares, incluindo osteoblastos que reconhecem as secre¢des de agentes
patogénicos (Zhang Y, 2015). Os seres humanos t€m 10 tipos de TLRs, no entanto, nas
células periodontais ha principalmente os TLR 2 e TLR4, enquanto os osteoblastos
expressam TLR 4 e os osteoclastos TLR 2 e 4. Os TLR-2 reconhecem essencialmente
peptidoglicanos e lipoproteinas, enquanto os TLR-4 reconhecem sobretudo

lipopolissacarideos (Ford P J, 2010).

As células epiteliais em resposta a ligacdo de um LPS (PAMP) produzem
citocinas pro-inflamatoérias, tais como IL-1, IL-8 e TNF, bem como PGE2 e
metaloproteinases (MMPs) Como consequéncia direta a forma-se um gradiente
quimiotatico que recruta PMNs circulantes nos capilares, € também a degradacdo dos
tecidos periodontais devido a secre¢do de MMPs que sdo endopeptidases capazes de

digerir a matriz extracelular (AlQallaf, 2018).

Quando a carga bacteriana aumenta, a resposta inata é estabelecida, as células do
periodonto, bem como os neutréfilos presentes aumentam sua producao de citocinas pro-
inflamatorias (Il-1, 11-6, 11-8, TNF a). Muitos PMNs chegam ao local e formam uma
barreira a volta do patogénico. PMNs secretam vesiculas cheias de varios agentes, como

certas MMPs e enzimas proteoliticas, capazes de destruir patogénicos, bem como tecidos
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periodontais saudaveis. Estas células também consomem uma grande quantidade de
oxigénio e libertam ides superdxido e peroxido de hidrogénio que danificam o tecido

periodontal (Hajishengallis, 2016).

Muitos mondcitos migram para o local, transformam-se em macréfagos e sao
ativados por LPS. Estas células fazem fagocitose e produzem uma grande quantidade de
citocinas pré-inflamatérias (TNF-a IL-1) e MMPs que causam danos teciduais ao
periodonto. Em terceiro lugar, os macréfagos desempenham um papel importante na
apresentacao de antigénios aos linfécitos T através dos seus recetores MHC. Uma alta
producdo de IL-1 e TNF ativa fibroblastos, enquanto a secrecdo de TNF, IL-1 e PGE2

promove proliferacao de osteoblastos (Babu, 2015).

Os fibroblastos, que sao diretamente ativados pelos macréfagos, libertam enzimas
proteoliticas, como as MMP, mas também mediadores da inflamagdo, como a IL. 8-6 e a

PGE2, que danificam o periodonto e promovem a diferenciacdo osteocldstica.

Numa segunda etapa, a resposta do adaptador é configurada, as células que
apresentam os antigénios (como células dendriticas e macréfagos) ativam os linfécitos B,
linfécitos T CD4, linfécitos T CDS8, o que aumenta os niveis de mediadores pré-
inflamatorios. Foi demonstrado que linfécitos T e linfécitos B sdo as principais fontes de
RANK-L em pacientes com doenga periodontal (Kawai, 2006). A combina¢do de RANK-
L, PGE2 e IL1 leva a uma ativacdo dos oesteoclastos, resultando uma alteragdo

irreversivel dos tecidos 6sseos que compdem o periodonto.

1.2.2. Morfologia dos defeitos dsseos

A bolsa periodontal resultante da doenca periodontal € uma alteragcdo estrutural
nos tecidos que envolvem o dente. Existem vdrias formas de lesdo éssea periodontal,
incluindo lesdes supra-Osseas, infra-Osseas e inter-radiculares (Henry M. Goldman,

October 1958).
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I

Figura 9 : Crista 6ssea saudavel (A), lesdo horizontal (B) e lesdo 6ssea vertical (C)
(Modificado de H. F. Wolf et al, 2005).

Inicialmente, aparecem as lesdes supra-6sseas que correspondem a situagdes em
que o fundo da bolsa periodontal estd acima da crista alveolar. A morfologia da crista,
visivel em radiografias, termina horizontalmente dando origem as lesdes em "varanda".
Na maioria das vezes correspondem a periodontite de progressdo lenta (Figura 9 B)

(Bouchard et al, 2015).

Numa segunda fase, as lesdes infra- ou intradsseas correspondem a alvedlises
verticais. De fato, a anomalia dssea estd numa posi¢do abaixo da crista dssea. Nestas
situagdes, a bolsa também esta localizada abaixo do nivel da crista alveolar. Na maioria
das vezes, correspondem a periodontite de progressao rdpida em que as lesdes intradsseas
caracterizam-se pelo nimero residual de paredes dsseas, pela sua largura e profundidade

e pelo angulo estabelecido entre a raiz e a lesdo (Figura 9 C).

O numero de paredes Osseas residuais € um elemento essencial para a escolha da
melhor abordagem terapé€utica. Podem-se distinguir defeitos intradsseos com 3 paredes
(consistindo numa parede Ossea e 3 paredes dentdrias (Figura 10 A)), com 2 paredes
(consistindo numa parede Ossea e 2 paredes dentdrias (Figura 10 B)), com 1 parede
(consistindo numa parede dssea e 1 parede dentdria (Figura 10 C)) e, finalmente, crateras
Osseas correspondentes a defeitos 6sseos em forma de um arco circular (Figura 10 D).
Quando os defeitos dsseos t€ém 3 paredes, o progndstico para a regeneragdo é melhor

porque as paredes vao dar estabilidade ao codgulo sanguineo (Polimeni G, 2006).

24



Figura 10 : Representacdo das diferentes morfologias dos defeitos
intradsseos (Modificado de H. F. Wolf et al, 2005).

A profundidade e a largura intradsseas também sdo caracteristicas morfolégicas
fundamentais. Defeitos estreitos e profundos sdo melhores candidatos para terapias
regenerativas. Verifica-se que, a mesma profundidade, os defeitos mais estreitos t€ém
maior probabilidade de regeneracdo. Com a mesma largura, os defeitos horizontais tém

um progndstico mais favordvel para a regeneracio (Sanz M, 2013).

O angulo estabelecido entre a raiz e a lesdo é decisivo para a regeneracdo, de
acordo com alguns estudos que mostram que um angulo inferior a 25° tem um melhor

poder de inser¢do do que um angulo superior a 37° (Tsitoura E, 2006).

Finalmente, observam-se lesdes inter-radiculares em que a perda dssea ocorre no
espaco entre as raizes de um dente. Estas lesdes sdo causadas na maioria dos casos por
periodontite, mas também podem ter origem endodontica. A classificagdo das lesdes é
importante para determinar o tratamento adequado. Existem diferentes classifica¢des das
lesdes, uma que depende da componente horizontal graus 1 < 3 mm (Figura 11 B), graus
2 > 3 mm (Figura 11 C), grau 3 (Figura 11 D) com passagem da sonda para o outro
lado) (Sven-Erik Hamp, 1975) e outra classificacdo que depende da componente vertical

(subclasse A < 3 mm, subclasse B 3-7 mm, subclasse C >7 mm) (Tarnow D, 1984).

Figura 11 : Classificagdo Horizontal de Defeitos Inter-
Radiculares (Modificado de H. F. Wolf et al, 2005).
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1.2.3. Principios de cicatrizacdo de Tecidos

O primeiro objetivo do tratamento periodontal é restaurar a saide periodontal
através da eliminacdo da placa bacteriana, o segundo consiste na reconstru¢do das
estruturas danificadas, também conhecida como "regeneracdo". A regeneracdo tecidual
corresponde a uma reconstrucao "ad integrum" do complexo dentério. Fisiologicamente,
corresponde a formagdo de novas estruturas histolégicas composta por um ligamento
periodontal ancorado a um cemento também recém-formado, gracas a criacio da fibra de

Sharpey. Ha também a formacgado de novo epitélio e osso alveolar (Catros S. G., 2010).

Segundo Melcher, a regeneracdo deve ser distinta da reparagdo, que consiste em
uma longa insercdo epitelial, sem cementogénese e com anquilose. Este autor também
observou que a natureza da adesao € determinada pelo tipo de célula que primeiro atingem
o local da cicatrizacdo (Figura 12) (Melcher, 1976). De facto, durante a cicatrizagao,
vérias células podem invadir a zona lesionada, incluindo queratindcitos do epitélio,
fibroblastos gengivais do tecido conjuntivo, fibroblastos do ligamento periodontal e
osteoblastos do osso. Cada tipo de célula tem uma cinética de proliferacdo e migracdo

proprias, o que vai influenciar a cicatrizacgao.

Verificou-se que as c€lulas epiteliais atingem primeiro o local de cicatrizacdo
devido a sua maior velocidade de migragdo, e iniciam a formacdo de um epitélio de
jungdo, o que impede proliferacdo de outros tipos celulares, nomeadamente dos
fibroblastos do ligamento periodontal. Esta rivalidade levou ao desenvolvimento de
protocolos de regeneragdo tecidual, para impedir a ou retardar a progressdo apical das

células epiteliais (Karring T, 1980).

Longo ephitélio de jungéo
Reabsorcéo

Anquilose

Regeneracfio

1]

Figura 12 : Ordem cronoldgica da coloniza¢do tecidual de uma
superficie radicular (Modificado de Bouchard, 2015).
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O primeiro passo no processo de cicatrizagdo € a formacdo de um longo epitélio
a cobrir a superficie da raiz. Os queratindcitos, famosos pela sua elevada capacidade de
proliferacdo e migracdo (que varia entre 0,5 e 1 mm por dia), estdo associados a este
processo. Apds cerca de duas semanas, estabelece-se um epitélio mais profundo. Esta
camada epitelial espessa oferece poucas oportunidades para que outros tipos de células

com outras funcdes ocupem a lesao (Polimeni G, 2006).

Ao mesmo tempo, ocorre a cicatriza¢ao do tecido conjuntivo (corion gengival e ligamento
periodontal). A cicatrizagdo consiste em 3 fases sobrepostas (figura 13) (H. F. Wollf,

2005) :

- A primeira fase do processo de cicatrizacdo comega com uma reacdo inflamatoéria
inespecifica. Esta fase é caracterizada pelo recrutamento de células imunitdrias,
incluindo neutréfilos e macréfagos, presentes no codgulo sanguineo recém-
formado. A principal funcdo destas células durante esta fase € limpar e remover
da superficie da raiz todas as substancias indesejadas.

- A fase de formacdo do tecido de granulacdo comeca por volta do terceiro dia,
ativada pela presenca de fatores de crescimento produzidos pelos macréfagos.
Esta etapa envolve a ativacdo de fibroblastos, miofibroblastos e células
endoteliais. Estas células migram entdo através da lesdo periodontal utilizando
mecanismos de modulacido enzimdtica e quimiotaxia. A producdo de colagénio,
que comeca no sexto dia, contribui para o desenvolvimento de um tecido de
granulagdo rico em vasos sanguineos, embora ainda seja imaturo.

- A fase de remodelagdo e constru¢do da matriz extracelular inicia-se a partir da
segunda semana. A matriz torna-se mais densa e o colagénio adquire ligacoes
cruzadas. As fibras de ancoragem de colagénio s@o posicionadas paralelamente a
superficie do dente na parte superior da lesdo, voltadas para o epitélio juncional
jé formado. No entanto, na parte inferior da lesdo, estas fibras t€ém uma orientagao

perpendicular.
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- Formagdo de tecido Formagao
Inflarnagao: de granulagio, da matriz @ sua
neutrofilos fibrablastos remodelagfio

@ macrofogos @ células endoteliois  por fibroblostos

% de resposta maxima

0.1 03 1 3 10 30 100

Figura 13 : Fases de cicatrizag¢do do tecido conjuntivo
(Modificado de Bouchard, 2015).

Finalmente, ocorre a remodelacdo dssea dos processos alveolares e a formacdo de
cemento. Sob o efeito do trio RANK/RANK-L/OPG, o processo de remodelagcao dssea
ocorre em vdrias etapas: ativacdo, reabsor¢do, reversdao, formacdo. O desenvolvimento
dsseo leva tempo, abrangendo um periodo total de seis meses, embora comece na terceira
semana. O cemento neossintetizado forma-se a partir do tecido de granulacdo do

ligamento alveolar (Xu, 2008).

O modelo de cicatrizacao periodontal baseou-se nos 6 principios fundamentais de

regeneragdo tecidual, considerados como as bases bioldgicas: (al, 2006)

- Histocompatibilidade da superficie: € essencial que a superficie da raiz e a
superficie interna do retalho sejam histocompativeis. Para isso, é essencial uma
limpeza e descontaminacdo da superficie radicular para remover tértaro.

- Exclusio tecidual: de acordo com o principio da competi¢do celular, cada tecido
periodontal tem o seu préprio tempo de cicatrizacao. Portanto, € necessério excluir
o tecido epitelial e o tecido conjuntivo da drea de cicatrizagdo, a fim de permitir
que o tecido dsseo e as fibras do ligamento tenham tempo de regenerar.

- Manuten¢cdo do espaco cicatricial: este principio enfatiza a importancia do
codgulo sanguineo no local lesionado, porque ajuda a manter um espaco essencial
para a regeneragao tecidular.

- Estabilidade precoce do codgulo: durante os primeiros estdgios de cicatrizagdo, o

codgulo sanguineo deve ser imobilizado.
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- Ades@o do codgulo: para promover a rdpida insercdo das fibras conjuntivas a
superficie da raiz, é importante manter um contato intimo entre a superficie da
raiz e a superficie interna do retalho.

- Inducdo celular: é importante assegurar a proliferacdo e diferenciacdo de células

com potencial de regeneracdo, ou seja, células estaminais.

1.3. Engenharia de Tecidos
1.3.1. Conceito de Engenharia de Tecidos

A engenharia de tecidos € uma disciplina que envolve campos que combinam a
fisica, biologia celular, ci€ncia dos materiais € medicina dentaria. Esta disciplina visa
potenciar a regeneracdo dos tecidos cardiacos, vasculares e periodontais através do
desenvolvimento de técnicas avangadas e inovadoras. O principal objetivo € criar um
substituto tecidular artificial e biologicamente vidvel para substituir o da estrutura

danificada e, assim, restabelecer as fungdes iniciais (Groll, 2016).

Para tal, a engenharia de tecidos correlaciona 3 fatores considerados como uma
triade fundamental: células estaminais, sinais bioquimicos e biomoleculares e,
finalmente, suportes matriciais (scaffolds). Estes elementos trabalham em sinergia para

ajudar a criar, reparar e regenerar tecidos danificados (Figura 14) (Myon, 2011).

Scaffolds

.

Tecido funcional *

equivalente
L g

Células ‘ Sinais
Figura 14 : Triade de Engenharia de Tecidos (Modificado de Lanza et al., 2011).

Atualmente, o processo de engenharia de tecidos segue uma abordagem em varias
etapas. Primeiro, as células sdo retiradas do paciente e depois cultivadas em laboratdério.
Este processo de cultura laboratorial envolve a multiplicagdo de células num ambiente
controlado, pelo que os nutrientes e a temperatura sao otimizados para promover essa

proliferacdo e crescimento. Posteriormente, as células sdo incorporadas em estruturas
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tridimensionais (scaffolds) que servem de suporte para a organizagdo celular durante o
crescimento do tecido. Estas estruturas podem conter diferentes fatores de crescimento,
nanoparticulas ou moléculas bioativas. Apds uma fase de maturacdo ou organizagdo do
tecido, as células que continuam a multiplicar-se e a organizar-se em tecido, sdo
transplantadas cirurgicamente para o doente. Em seguida, vem a fase de integracdo com

os tecidos circundantes, que incluem nervos, e rede vascular.

1.3.2. Scaffolds

Os scaffolds sdo estruturas tridimensionais temporarias concebidas para fornecer
suporte fisico e bioldgico ao desenvolvimento dos tecidos (Dissanayaka, 2020).
Desempenham um papel vital no fornecimento as células de um ambiente propicio ao seu
crescimento, organizacdo e maturacao (diferenciacdo), mimetizando a matriz extracelular

dos tecidos conjuntivos orais (Chen F. a., 2010).

Existem vdrias caracteristicas especificas dos scaffolds que os tornam mais ou
menos adequados para a regeneracdo de tecidos. Em primeiro lugar, a porosidade, que
influencia as propriedades mecanicas, de transporte e bioldgicas. Uma porosidade
adequada facilita a troca de nutrientes e metabolitos, a eliminacdo de residuos, a
infiltracdo e crescimento celular e a libertacdo controlada de fatores de crescimento (Xia,
2021). A porosidade é expressa como uma percentagem de vazio. Estd provado que a
porosidade elevada e os poros dilatados promovem a osteogénese dos implantes (E.
Tsuruga, 1997). A determinacdo da porosidade ideal € essencial para otimizar a
regeneracdo tecidual. A segunda caracteristica € a biocompatibilidade. Isso porque o
scaffold ndo deve ser percebido pelo organismo como um corpo estranho e criar uma
reacdo imunoldgica inflamatéria. Pelo contrdrio, deve promover a adesdo das células e
dos fatores de crescimento (Sun, 2021). A terceira caracteristica importante a considerar
¢ a resisténcia mecanica. De facto, os scaffolds estdo sujeitos a diferentes pressdes e
tensOes ambientais, pelo que devem apresentar um suporte fisico adequado ao tecido que
estd a ser regenerado (Salgado, 2004). Finalmente, quando o neo-tecido estd formado, o
scaffold cumpriu a sua missdo de suporte e deve auto-absorver-se sem intervencao

cirurgica (Ruzaidi, 2021).

Os scaffolds utilizados em engenharia de tecidos s@o produzidos a partir de uma

vasta gama de materiais, tanto naturais como sintéticos. Os biomateriais naturais mais
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utilizados sdo o colagénio, o 4cido hialurénico, a elastina, a seda e a celulose. Eles
conferem ao scaffold biocompatibilidade, biodegradabilidade e permitem a diferenciacao

celular (X. Liu, 2004).

Os biomateriais sintéticos mais utilizados sdo os polimeros sintéticos (PLGA,
PEG, PCL) que tém baixa toxicidade e biodegradagdo total (P.X. Ma, 2001), as
bioceramicas (hidroxiapatita, fosfatos de cdlcio) que tém alta resisténcia mecanica, bem
como uma capacidade osteoindutiva intrinseca, (H. Seitz, 2005) compdsitos (hibridos
entre polimero e ceramica) que oferecem melhor resisténcia a compressdo (M.J.
Mondrinos, 2006) e, finalmente, metais (titdnio) que sdo resistentes € pouco corrosivos

(E.D. Spoerke, 2008).

1.3.3. Fatores de Crescimento

Os fatores de crescimento sdo polipeptideos que estimulam o crescimento celular,
regulam diferenciacdo celular, promovendo a producdo de proteinas especificas. Na
engenharia de tecidos, estes estdo frequentemente combinados com os scaffolds para

estimular a diferenciagao celular das células estaminais (Catros S. G., 2010).
Os fatores de crescimento mais utilizados na engenharia de tecidos sao:

- FGF: fator de crescimento fibroblastico, estimula a viabilidade e a especializacao
dos fibroblastos (Shimoaka, 2002).

-  BMP: proteina morfogénica dssea (pertence a superfamilia dos fatores de
crescimento transformadores TGF) que induz a formacdo de osso, cartilagem,
musculo e tecido conjuntivo (Chen G. D., 2012).

- EGEF: fator de crescimento epidérmico: promove a viabilidade e a especializacdo
das células epiteliais (Gonzélez, 2009).

- TGF: fator de crescimento transformador, desempenha um papel fundamental na
viabilidade de tecidos, ossos, cartilagem, musculo e tecido conjuntivo (Martinez,
2009).

- PDGEF: fator de crescimento plaquetdrio, mantem vidveis as células musculares,
células nervosas e células endoteliais, que revestem os vasos sanguineos (Ross,

1990).
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1.34. Células estaminais

Uma célula estaminal € uma célula indiferenciada que tem uma grande capacidade
de autorrenovacdo durante um longo periodo de tempo e a capacidade tunica de se
diferenciar numa variedade de diferentes tipos de células especializadas (Biehl, 2009).
As células estaminais podem dividir-se assimetricamente, em que uma célula-mae
(proveniente de um reservatorio de células estaminais) dd origem a uma célula-filha
indiferenciada e uma célula-filha diferenciada. Por outro lado, as células estaminais
também se podem dividir simetricamente, ou seja, uma célula estaminal progenitora dara
origem a duas células iguais entre si, que podem ser ambas estaminais como célula mae

ou podem ser 2 células diferenciadas.
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Figura 15 : Diagrama da divisdo celular assimétrica (esquerda) e simétrica (direita) (Modificado de
PLA, 2021).

Devido ao seu elevado potencial terapéutico, a utilizacao de células estaminais na
engenharia de tecidos é da maior importancia. De fato, teoricamente elas poderiam ser
usadas num grande nimero de doencas, a fim de regenerar tecidos que normalmente nao
se regeneram, como o tecido muscular cardiaco ou nas feridas crénicas (Plaza, 2014), os
tecidos craniofaciais, (Li W. H., 2022) e os tecidos neurais da medula espinhal (Cho,

2014).

Existem diferentes tipos de células estaminais, que podemos classificar de acordo com o

potencial de diferenciacgdo:

- Totipotentes: a capacidade de se diferenciar em qualquer tipo de célula, eles
podem dar origem a um organismo inteiro, incluindo estruturas extraembriondrias
como a placenta. Correspondem ao ovo e as células resultantes das 2 primeiras
divisdes (Paepe, 2014).

- Pluripotentes: capacidade de se diferenciar em quase todas as células (as células
das 3 camadas endoderme, ectoderma e mesoderma), sem poder dar origem a um
organismo inteiro porque ndo tem a capacidade de produzir os apéndices
embriondrios (placenta). Estas células designadas por células estaminais

embriondrias ESC estdo presentes apenas no embrido. As células obtidas a partir
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de células adultas modificadas designadas por iPSC também sdo pluripotentes
mas sdo distintas das células estaminais embriondrias (Yamanaka, 2012).

- Multipotentes: capacidade de diferenciacdo mais limitada, ja estdo
comprometidas num processo de diferenciacdo tecidular. Existem diferentes
familias de células multipotentes como as células estaminais mesenquimais
(MSC) e as células estaminais hematopoiéticas. (HSC). Elas encontram-se em
pequenas quantidades em varios tecidos adultos (Maumus, 2018).

- Unipotentes: capacidade de diferenciacdo muito limitada, s6 sdo capazes de dar
origem a um unico tipo de célula. Elas também se encontram em pequenas

quantidades nos tecidos adultos (Flatres, 2019).

As quatro principais familias de células estaminais utilizadas em terapia s@o as
células pluripotentes ESC e iPSC e células estaminais adultas multipotentes, em

particular, as células hematopoiéticas HSC e as células mesenquimais MSC.

As ESC sdo células estaminais pluripotentes encontradas em embrides. Eles
derivam da massa celular interna dos blastocistos, uma estrutura que se estabelece 4-5
dias apds a fertilizacdo (Simandi, 2010). A principal capacidade das ESC ¢ diferenciar-
se em qualquer tipo de célula do corpo humano, formando 3 camadas embriondrias, a
ectoderme, a endoderme e a mesoderme (Pereira, 2019) (Figura 16). A utilizacido de ESC
€ controversa e ha um grande debate na comunidade cientifica mundial, uma vez que
apesar de terem um forte potencial terapéutico (em especial gracas a sua pluripoténcia)
sdo obtidas a partir de laboratérios de fertilidade e envolve a destrui¢do de um embrido
que poderia dar origem a um ser humano, além de que que t€ém uma elevada capacidade

de dar origem a teratomas (Holm, 2004).
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Figura 16 : 3 camadas embriondrias, a ectoderme, a
endoderme e a mesoderme (Modificado de Bouillon, 2008).
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As 1PSC sdo células estaminais pluripotentes produzidas em laboratorio a partir
de células estaminais sométicas adultas por manipulacdo genética (Takahashi, 2006). Esta
manipulacdo genética consiste em expressar fatores de transcri¢do Oct4, Sox2, Klf4 e c-
Myc em células somaticas dando origem a pluripoténcia (Graveley, 2011). Por ultimo as
1PSC s@o menos dispendiosas do que os ESC e t€ém a vantagem de ndo colocarem questoes

éticas.

As células estaminais adultas (somaticas) sdo uma classe de células estaminais
multipotentes encontradas no corpo adulto. Eles sdo categorizados de acordo com sua

localizacdo e sua capacidade de se diferenciar num determinado tipo de célula. (Tabela

1y

Tabela 1 : Diferentes grupos de células estaminais adultas.

Tipo de células estaminais Origem Diferenciacdo
adultas
. Medula dssea, tecido Osso, cartilagem, musculo,
Mesenquimal (MSC) adiposo, cavidade oral tecido adiposo
Gloébulos vermelhos,
Hematopoiética (HSC) Medula 6ssea globulos brancos,
plaquetas
L . Pele, intestino, tecidos
Epitelial (ESC) Epitélio epiteliais
Neural (CSN) Cérebro Neur‘omos, aSErQCItOS’
oligodendrdcitos

Centraremos o nosso estudo nas MSC. De facto, estas células encontram-se na
medula éssea, mas também em muitos tecidos extra-orais (Tabela 1), incluindo os tecidos
da cavidade oral. Pode-se pensar que o ambiente oral € uma boa opg¢ao para obtencdo de
células estaminais, sobretudo porque implica uma recolha pouco invasiva. Foram

identificados, 6 tipos de Células Estaminais Dentérias (DSC).

Células estaminais SHED (de dentes deciduos esfoliados) podem-se obter a partir
da polpa dos dentes de leite esfoliados o que permite um procedimento ndo invasivo para
a recuperacdo destas células. Estas células tém a capacidade de se diferenciar em

osteoblastos e condroblastos, a fim de regenerar o osso e a cartilagem (Miura, 2003).

Células estaminais DFSC (do foliculo dentidrio) podem-se obter a partir do

foliculo dentério, que sdo estruturas formadas por tecido conjuntivo que envolve o germe
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do dente em desenvolvimento. A recolha destas células pode ser feita quando da avulsdo
de dentes impactados, como no caso dos terceiros molares. Estas células possuem uma
elevada capacidade osteogénica e promovem a regeneraciao do tecido periodontal (Yao,

2013).

Células estaminais SCAP (da papila dentdria apical) podem ser isolados da papila
dentdria apical localizada no final das raizes dentdrias. Elas t€m uma grande capacidade
de se diferenciarem em osteoblastos, além de terem uma elevada capacidade de

proliferacdo (2/3 vezes superior a das células da polpa) (Dimassi, 2020).

Células estaminais DPSC (da polpa dentdria) podem ser isoladas da polpa dentdria
que se encontra no interior dos canais radiculares. Elas tém uma elevada capacidade de
se diferenciarem em osteoblastos, condroblastos e fibroblastos, permintindo regenerar os
tecidos periodontais, e também desempenham um papel na angiogénese. As células estdo
num estado de "repouso” designado por fase GO mas, quando ocorre uma agressao como
por exemplo a formagdo de uma cavidade, as células sdo ativadas e diferenciam-se em

“odontoblastos-like" (L1 Y. Z., 2016).

Células estaminais PDLSC (do ligamento periodontal) sdo isoladas do ligamento
periodontal dos dentes, que é uma estrutura eldstica e fibrosa que liga o cimento ao 0sso
alveolar. Existem duas categorias diferentes, a-PDLSC (da superficie da cavidade
dentaria) e r-PDLSC (da superficie da raiz do dente). As células estaminais a-PDLSC t€ém
maior capacidade de regeneracdo do que as r-PDLSC (Estrela C, 2011). Sabe-se que a
idade do doador influencia a capacidade de regeneracdo, de facto, os resultados sdo
melhores se o paciente for jovem. Estas células t€ém capacidade de se diferenciarem em
cementoblastos, osteoblastos, adipdcitos, condrdcitos, o que permite regenerar o cimento

a partir do osso alveolar e do ligamento periodontal (Bright, 2014).
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II.

MATERIAS E METODOS

2.1. Formulacao da problematica de investigacao

Durante esta investigacdo tentaremos responder se o transplante de células
estaminais do ligamento periodontal (PDLSC) permite ou ndo a regeneracao dos tecidos
periodontais. Vamos utilizar a abordagem PICO, que nos permitird fornecer uma anélise

precisa e focada.
2.1.1. Populagdo

Populacdo animal ou humana in vivo com defeitos periodontais naturais ou criados

artificialmente incluindo perda de osso e tecidos de suporte.
2.1.2. Intervengdo

Estratégia de regeneracdo tecidual utilizando transplante de PDLSC na zona do defeito.
2.1.3. Comparagdo

Periodonto sauddvel composto pelos seus 3 tecidos primordiais, o osso alveolar, o

ligamento periodontal, o cemento.
2.14. Resultado

Regeneracdo efetiva dos tecidos periodontais, medida por pardmetros clinicos como
reducdo da profundidade de sondagem, diminui¢cdo da perda de inser¢do e ganho dsseo.
Aumento, melhoria da organizacdo, e regeneracdo dos tecidos das sec¢des histologicas

observadas ao microscépio.

2.2. Estratégia de pesquisa

Foram utilizadas as 3 bases de dados digitais PubMed, Web of Science, Cochrane.
Para isso, foram determinadas as seguintes palavras-chave: «transplantation»,
«periodontal regeneration», «stem cell therapy», «periodontitis surgery», « periodontitis
therapy », « in vivo », « animals », « humain », « mouse », « swine », « beagle », « rat »,

« rabbit », « pig », « PDLSCs », « periodontal ligament stem cell ».

O software 2Dsearch foi utilizado para realizar a equacdo de busca utilizando
nossas palavras-chave previamente definidas. A férmula final utilizada para pesquisar na
base de dados PubMed é: ("transplantation " OR "periodontal regeneration” OR "stem

cell therapy" OR "Periodontitis surgery" OR "Periodontitis therapy") AND ("mouse" OR
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"in vivo " OR swine OR beagle OR rat OR "humain " OR "rabbit" OR "pig") AND
("PDLSCS" OR "periodontal ligament stem cell" OR "periodontal ligament stem cells ").

Na base de dados Web of Science, a equacdo de pesquisa final foi ALL=
(("transplantation " OR '"periodontal regeneration" OR "stem cell therapy" OR
"Periodontitis surgery" OR "Periodontitis therapy") AND (mouse OR "in vivo " OR
swine OR beagle OR rat OR "humain " OR rabbit OR pig) AND ("PDLSC" OR
"periodontal ligament stem cell" OR "periodontal ligament stem cells ")) com a adi¢do
das palavras-chave rdpidas PERIODONTAL LIGAMENT STEM CELLS e
PERIODONTAL REGENERATION.

Dentro da base de dados Cochrane, a equagdo de busca final foi ("periodontal
ligament stem cell" OR "PDLSC") AND ("transplantation") AND ("periodontal

regeneration") AND ("in vivo").

A inteligéncia artificial também foi usada através do software Connected Papers.
De facto, permitiu-nos formar uma drvore visual de artigos semelhantes, com base no
DOI de um dos artigos mais repetidos. Uma pesquisa manual também foi realizada para

incluir itens que foram potencialmente omitidos de nossa pesquisa algoritmica.

2.3.  Critérios de elegibilidade
2.3.1. Critérios de inclusdo
Foram definidos os seguintes critérios de inclusdo:

- Estudos in vivo em animais

- Estudos in vivo em seres humanos

- Transplante de PDLSC

- Transplante de outro tipo de células estaminais da cavidade oral em comparagdo
com o transplante de PDLSC

- Estudos para analisar os efeitos do transplante de PDLSC em tecidos periodontais

- Defeitos 6sseos e tecidulares semelhantes a periodontite no sitio oral

- Realizacdo de xenotransplantes, enxertos autdélogos, enxertos alogénicos

- Analise pos-transplante de um ou mais dos 3 tecidos periodontais (0sso, ligamento
periodontal, cemento)

- Artigos em Inglés ou Francés
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2.3.2. Critérios de exclusdo

Definimos os seguintes critérios de exclusio:

Estudos in vitro

- Uso de células estaminais de diferentes fontes em combina¢cdo com as PDLSC na
mesma cultura

- Uso da terapia genética em combinac@o com o uso de PDLSC

- Defeitos dsseos e tecidulares nao orais, de localizag¢do ectépica

- Utilizag¢ao de exossoma de PDLSC

2.4. Selecao dos estudos
24.1. Escolha dos estudos

Um revisor independente (AR) selecionou os artigos de acordo com os critérios
de inclusdo e exclusdo, para garantir uma avaliacdo objetiva e livre de erros. Esta selecdo
foi feita apds a leitura total dos artigos. As discrepincias entre os 2 revisores foram
resolvidas através de uma discussio que resultou num consenso. Esta abordagem
confidvel reduz o risco de enviesamento e, portanto, permite-nos trabalhar com um banco

de dados confidveis dos artigos selecionados.
2.4.2. Recolha de dados

Extraimos de cada estudo, a referéncia do estudo, a proveniéncia das PDLSC, o
hospedeiro, o meio de extracdo e cultura, o nome do scaffold, o nimero de células e o
tempo de incubacdo. Também extraimos as informacdes sobre os diferentes grupos de
estudo de cada artigo, a fim de compreender melhor os resultados, que extraimos. Todos

esses dados foram registados numa tabela Excel.
2.4.3. Avaliacdo da qualidade

Para minimizar o risco de enviesamento e para manter a confiabilidade da selecao
do estudo, foi utilizado o protocolo SYRCLE (Kousholt, 2022) para estudos em animais
e o protocolo Cochrane Rob2 (Khan, 2021) para estudos Humanos. Trata-se de um
conjunto de diretrizes dedicadas a fortalecer a evidéncia cientifica e reduzir o viés em
revisdes sistemdticas e meta-andlises. Estes protocolos fornecem métodos transparentes,
para analisar a pesquisa, os resultados e, finalmente, as conclusdes dos estudos. Para

responder a cada pergunta temos 3 respostas: SIM (portanto, consideramos um baixo
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risco de viés), NAO (consideramos aqui um alto risco de viés) e NAO ESTA CLARO
(consideramos aqui um risco intermedidrio de viés, € possivel que existam riscos de viés).
Numa segunda etapa, registimos todos os resultados numa folha de célculo Excel e
utilizdmos a ferramenta interativa Robvis para visualizar os resultados da avaliacdo do

risco de enviesamento.
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I11.

RESULTADOS

3.1. Resultados da estratégia de investigacao

As diferentes estratégias de pesquisa realizadas como descrito (Figura 17)
utilizando bases de dados digitais, bem como o software Connected Papers e a pesquisa
manual permitiram identificar 358 artigos potencialmente elegiveis. Em seguida,
removemos os duplicados e efetudmos uma triagem inicial de acordo com os titulos e
resumos, o que resultou na selecdo de 27 artigos potencialmente elegiveis. Finalmente,
apos a leitura dos artigos na integra e aplicacao dos critérios de elegibilidade e exclusao

(Tabela 2), foram incluidos 12 artigos nesta revisao integrativa.

Tabela 2 : Referéncias e motivo de exclusdo de itens potencialmente elegiveis.

Referéncia dos artigos Motivos de exclusao
Y-T Kim, 2012 Localizagao ectopica
M Gomez Flores, 2008 Localizagdo ectopica
C P Panduwawala, 2017 Localizagao ectdpica
Zhenhua Yang, 2009 Localizagado ectépica
Bo-Han Yu, 2014 Localizagdo ectopica
Wei Zheng, 2015 Localizagao ectdpica
Yang Zhao, 2022 Exossoma
Nerea Sédnchez, 2020 Falta de Informacdes
Jie Pan, 2019 Falta de Informacdes
Fengzhen Lei, 2022 Exossoma
Su-Hwan Kim, 2009 Andlise pds-peri-implantite
Peer W Kidmmerer, 2017 Andlise pds-peri-implantite
Wenhao Wang, 2023 Associagdo de PDLCS com outras
células estaminais.
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Resultados

3.2. Descricao geral das carateristicas dos estudos

Como parte desta revis@o integrativa (RI), foram pesquisados ensaios clinicos
randomizados e controlados publicados de 2008 a 2020 (Figura 18). Estes ensaios
provém de diferentes continentes, principalmente da Asia, sobretudo da China (Figura

19).

Ano de publicagio dos estudos
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Figura 18 : Ano de publica¢do dos estudos.
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Figura 19 : Distribui¢do dos artigos por pais.

Foi dada uma importincia fundamental aos diferentes modelos de hospedeiros in
vivo utilizados. No total, podemos contar 1 ensaio de transplante realizado em modelo
humano (Fa-Ming Chen, 2016) e 11 realizados em diferentes modelos de hospedeiros
animais (Figura 20). Estes diferentes modelos animais refletem uma gama diversificada
de espécies, incluindo ratos (Kengo Iwasaki K. A., 2019) (J Han, 2014) (Kengo Iwasaki
M. K., 2014) (Jiling Qiu, 2020) (Xuejing Duan, 2018); porcos (Y1 Liu, 2008) (Gang
Ding, 2010); cdes Beagle (Joo-Young Park, 2011) (Javier Nuiiez, 2017) e ovinos
(Krzysztof Marek Mrozik, 2013) (Danijela Menicanin, 2014).
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Distribuicdo dos diferentes modelos hospedeiro

®m porco mrato = cdo Beagle ovino = humano

Figura 20 : Distribuicdo dos diferentes modelos de hospedeiros.

Por outro lado, foi dada especial atencdo a origem das células estaminais, uma vez
que este elemento-chave determina a natureza do transplante (Figura 21). Em primeiro
lugar, os transplantes alogénicos, que envolvem a transferéncia de células de um 6rgao
dador para um 6rgao recetor da mesma espécie, mas com um genétipo diferente, foram
representados em 5 estudos : (Gang Ding, 2010) (J Han, 2014) (Krzysztof Marek Mrozik,
2013) (Xuejing Duan, 2018) (Javier Nunez, 2017).

Em segundo lugar, os transplantes autdlogos, que consistem na remocdo de células do
orgao do dador e na sua reimplanta¢ao, foram representados em 5 estudos (Yi Liu, 2008)
(Gang Ding, 2010) (Joo-Young Park, 2011) (Danijela Menicanin, 2014) (Fa-Ming Chen,
2016).

Finalmente, os xenoenxertos, que consistem na transferéncia de células entre duas
espécies diferentes, estiveram presentes em 3 estudos (Kengo Iwasaki K. A., 2019)

(Kengo Iwasaki M. K., 2014) (Jiling Qiu, 2020).

Distribuicdo das diferentes origens de PDLSC

s autdlogo = xenotransplante = alotransplante

Figura 21 : Distribuicdo dos diferentes modelos de hospedeiros.
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3.3. Sintese dos estudos

Tabela 3 : Sintese dos estudos.

Referéncia | Fonte | Hospedeiro Meios de Cultura Scaffold | Numero | Tempo Grupo de Resultados
PDLSC incubagdo estudo

Porcos Porcos -Separagdo do ligamento periodontal da | HA/TCP 2,0 x 107 | 12 semanas A: Grupo de -Diminui¢do da perda de

miniatura miniatura raiz e digestio com 3 mg/ml de controlo apenas insercdo, medida inicialmente
colagenase e 4 mg/ml de dipeptidase com anomalias em mais de 12 mm em cada

Yi Liu, 2008 durante 1 hora a 37°C. Passagem por um B: Grupo HA/TCP | grupo e apdés 12 semanas,
filtro de 70 pum. C: Grupo PDLSC medida em 3,3 mm para o grupo
C, 5,3 mm para o grupo B e 6,3
-Inoculacdo em meio Eagle modificado o, mm para o grupo A.
com soro fetal bovino a 15%, &cido -A tomografia computadorizada
ascorbico 2-fosfato 100 mol/l, glutamina mostra regeneracao 0ssea quase
2 mmol/l, penicilina 100 U/ml e normal no grupo C, mas
estreptomicina 100 pg/ml. Em seguida, regeneragao Ossea muito
incubacdo a 37° em 5% de didéxido de limitada nos grupos B e A.
carbono durante 14 dias. -A histologia fotomicrografica
mostra uma regeneracdo do
cemento, do ligamento
periodontal (fibras de Sharpey)
no grupo C em oposicdo ao
grupo B.

Humanos Ratos -Remogdo de tecido ligamentar e corte | Amnion 5% 103 4 semanas Grupo controle de | -As imagens de micro-TC
por 15 min em 500 pL de uma solucdo de amnio isolado e | mostram maior regeneracio
digestdio (a-MEM) com 3 mg/ml de grupo PDLSC- | 6ssea no grupo PDLSC-amnio.
colagenase tipo I e 4 mg/ml de dispase. amnio.

Kengo' Em seguida, a suspensdo de PDL picada -A andlise histoldgica indica a
Iwasaki K. foi incubada a 37° por 60 minutos com presenca de uma camada de
A., 2019 4,5 mL da solugdo de digestdo. Remocdo cemento, bem como fibras
da solucdo de reacdo e centrifugacio coldgenas perpendiculares (de
seguida da adi¢do de 10 mL de aMEM Sharpey) a superficie radicular
contendo 15% de soro fetal bovino. apenas no grupo PDLSC-amnio.
Passagem por um filtro de 70 um e, em
seguida, cultura mudando o meio a cada
3 dias.
-Transferéncia de PDLSCs cultivados
para a membrana amnidtica fetal humana.
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100 pm L-ascorbato-2-fosfato, 1 mm de
solu¢do de piruvato de sédio, 50 pg/Ml de
estreptomicina, a mesma quantidade de
penicilina e, finalmente, 2 mm de L-
glutamina.

As células foram entdo cultivadas durante
28 dias na presenca de indometacina 60
uM.

Porcos Porcos -Separacdo do ligamento periodontal da | HA/TCP 2 x 100 12 semanas A: Grupo de -A perda de insercio ¢
raiz e digestdo em 3 mg/ml colagenase e controlo apenas significativamente reduzida nos
4 mg/ml dipeptidase durante 1 hora 37°. com anomalias grupos C (4mm) e D (4mm) em
Passagem por um filtro de 70 pm. B: Grupo HA/TCP | comparagdo com os grupos A
C: Grupo HA/TCP | (11mm), B (14mm) e E (7mm)
-Inoculagdo em meio a,Eagle modificado + PDLSC aut6logo | -A tomografia computorizada
Gang Ding, , soro fetal bovino a 15%, acido ascérbico D: Grupo HA/TCP | mostra uma altura quase normal
2010 2-fosfato 100 mol/1, glutamina 2 mmol/l, + PDLSC do osso regenerado para os
penicilina 100 U/ml e estreptomicina 100 alogénico grupos C e D em comparagdo
pg/ml. Em seguida, incubag@o a 37° em E: Grupo HA/TCP com os grupos A, B e E.
5% de diéxido de carbono durante 14 + PDLC aut6logo -A andlise histopatoldgica indica
dias. a formacdo de osso novo,
cemento e ligamento periodontal
apenas nos grupos C e D.
Ratos Ratos -Separacdo do ligamento periodontal e | Gelfoam 1 x 10° 7, 14, 21 et | Grupo controlo sem | -No dia 7, houve o inicio da
digestdo em solugdo de colagenase tipo I 28 dias tratamento, grupo | formacdo dssea no  grupo
(3 mg/mL) e dispase tipo II (4 mg/mL) Gelfoam isolado e | controle e Gelfoam + PDLSC.
durante uma hora a 37°. grupo Gelfoam + | -No dia 14, hd um inicio de
PDLSC. cementogense e  pré-fibras
-As culturas sdo entdo colocadas em meio Sharpey apenas no grupo
J Han, 2014 oMEM com 10% de soro fetal bovino, Gelfoam + PDLSC.

-Ao dia 21 foi observada uma
menor quantidade de osso novo,
cemento e tecidos de suporte no
grupo de controlo, o grupo
Gelfoam sozinho tinha um
grande infiltrado inflamatério.

No grupo Gelfoam + PDLSC, o
osso alveolar mineraliza-se e as
fibras de Sharpey organizam-se.
-Ao dia 28, o grupo Gelfoam +
PDLSC apresentou regeneragdo
Gssea quase completa,
vascularizagdo, presenga de
novo cemento e organizagio das
fibras de Sharpey do ligamento
periodontal, resultados ndo
observados nos outros grupos.
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Cao Beagle | Cao Beagle -Dissec¢do dos tecidos ligamentares | - 6 x 10° 8 semanas A: Grupo controle | -Melhoria  significativa  da
seguida de digestdo numa solugdo de ndo cirdrgico profundidade  de  insercéo
3mg/ml de colagenase tipo I e 4mg/ml de B: Grupo de defeito | (inicialmente superior a 6,50 mm
dispase durante 1 hora a 37°C. periodontal sem | em todos 0s grupos) nos grupos
transplante de | C (4,03 mm) ao contrario dos
-Cultura em meio DMEM com 10% de células estaminais grupos B (8,30 mm), D (6,15
soro fetal bovino, 100 pmol/L de dcido 2- C: Grupo PDLSC mm) e E (5 mm).
fosfato ascorbico, 2 pumol/L de glutamina, D: Grupo de células
Joo-Young 100 U/ml de penicilina e, finalmente, 100 estaminais da polpa | -A TC mostra uma altura mais
Park, 2011 pg/ul de estreptomicina. As culturas E: grupo de células | elevada do osso recém-formado
celulares foram entdo incubadas em estaminais no grupo C, seguido do grupo E
atmosfera humida contendo 5% de foliculares e, finalmente, do grupo D.
didxido de carbono a 37°. periapicais
-A andlise histopatoldgica indica
a formacdo de osso novo,
cemento e uma organizagdo das
fibras de Sharpey no grupo C em
contraste com os grupos D e E.
O grupo B apresenta um grande
infiltrado inflamatério.
Humanos Ratos -Remocgdo de tecido ligamentar e corte | Amnion - 4 semanas Grupo controle de | -A tomografia computadorizada
por 15 min em 500 pL de uma solugdo de amnio isolado e | mostra maior enchimento 6sseo
digestdo (0-MEM) com 3 mg/ml de grupo PDLSC- | para o grupo PDLSC-amnio do
colagenase tipo I e 4 mg/ml de dispase. amnio. que para o0 grupo Aamnio
Kengo Em seguida, a suspensdo de PDL picada isoladamente.
foi incubada a 37° por 60 minutos com
Iwasaki M. 4,5 mL da solucdo de digestdo. Remocao -A  andlise  histopatoldgica
K., 2014 da solu¢do de reacdo e centrifugagdo, mostra a presenga de tecido

seguida da adi¢do de 10 mL de meio de
crescimento  de células  estaminais
mesenquimais. Passe por um filtro de 70
pm e, em seguida, cultura mudando o
meio de cultura a cada 3 dias.

-Transferéncia de PDLSCs -cultivados
para membrana amniética fetal humana.

fibroso, fibras de colagénio e
vasos sanguineos apenas no
grupo amnio. Em contraste, o
grupo  PDLSC-amnio  tem
formacdo de cemento fino, bem
como a presenca de fibras de
colagénio orientadas (Sharpey),
além do osso alveolar recém-
formado.
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l-ascorbato-2-fosfato, 1 mm piruvato de
sédio, 50 U/MI de penicilina G e,
finalmente, 50 pg/mL de estreptomicina
em atmosfera de 37° com 5% de CO2.

Ovinos Ovinos -Separacdo do ligamento periodontal e | Gelfoam 1 %107 4 semainas Grupo com defeitos | -A andlise histolégica mostra
digestdo em 3 mg/ml de colagenase tipo I ndo  preenchidos, | maior regeneracdo Ossea no
e 4 mg/ml dispase tipo II durante 2 horas grupo Gelfoam | grupo Gelfoam + PDLSC (0,84
a37°. apenas, grupo | mm2) em comparagdo com OS
Gelfoam + PDLSC. | grupos de defeito isolado (0,26
-As culturas sdo entdo estabelecidas com mm?2) ou Gelfoam isolado (0,67
meio Eagle modificado o suplementado mm?2).
com 15% de soro fetal bovino, 2 mM L- - A andlise histolégica também
Krzysztof glutamina, 100 pM L-ascorbato-2- mostra maior regeneragdo de
Marek fosfato, 1 mM piruvato de sédio, 50 cemento no grupo PDLSC +
Mrozik, U/mL de penicilina G e 50 pg/Ml de Gelfoam (22,43%) em
2013 estreptomicina  em uma atmosfera comparagdo com o grupo defeito
contendo 5% de CO2 a 37°. isolado (4,79%) e Gelfoam
isoladamente (16,13%).
-Finalmente, a analise
histoldgica permite concluir que
as fibras de colagénio (de
Sharpey) estio melhor
organizadas e mais espessas no
grupo Gelfoam + PDLSC (4,9
um) em comparagdo com O
Gelfoam isolado e defeitos
isolados com 4,12 um e 2,94 um
respectivamente.
Ovinos Ovinos -Separacdo dos tecidos do ligamento | Gelfoam 2 x 100 6 semanas Grupo Gelfoam
periodontal adjacentes ao dente e digestdo sozinho e Grupo | -A andlise histolégica permite
em solugdo de 3 mg/mL de colagenase Gelfoam + PDLSC. | observar uma clara formagio de
tipo I e 4 mg/MI de dispase tipo II por 2 cemento, 0SS0 e uma
horas a 37°. organizagdo de fibras de
colagénio compardvel as fibras
Danijela -Estabelecimento de culturas em meio de Sharpey no grupo Gelfoam +
Menicanin, Eagle a-modificado com 10% de soro PDLSC.
2014 fetal bovino, 2 mm I-glutamina, 100 um

-Por outro lado, os defeitos
tratados apenas com Gelfoam
tém menos formagdo de cemento
e osso e menos feixes de fibras
de colagénio bem organizados.
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Jiling Qiu,
2020

Humanos

Ratos

-Isolamento do tecido ligamentar e
digestdo com 3 mg/mL de colagenase tipo
I e 4 mg/mL dispase tipo II por 50
minutos. Em seguida, cultura das células
em meio Eagle modificado por o
contendo 20% de soro fetal de bezerro a
37° abaixo de 5% de CO2.

-Inicio da cultura das diferentes células
estaminais num meio completo contendo
10% de soro fetal bovino. Subsequente
substitui¢do do meio inicial por um meio
o-MEM e cultivo durante 48 horas a 37°
abaixo de 5% de CO2. Recolha dos
sobrenadantes e centrifugacdo durante 5
minutos e passagem por um filtro de 0,22
pm. Em seguida, centrifuga-se o filtrado
e concentra-se 100 vezes a 5000 g durante
40 minutos a 4°C.

Bio-Guide

1,2,4
semanas

Grupo controlo,
grupo o-MEM,
grupo CF-CM,
grupo GMSC-CM,
grupo PDLSC-CM.

-Ap6és uma semana, hd um
infiltrado de células
inflamatdrias, fibras de
colagénio e fibroblastos em
todos os grupos. Os grupos
GMSC e PDLSC ja mostram o
inicio da regeneracdo dssea.
-Apés 2 semanas, aumento da
regeneragdo dssea especialmente
nos 2 grupos anteriormente
mencionados e inicio da
cementogénese também nestes 2
grupos apenas.

-Apbs 4 semanas, a regeneragio
dssea foi consistente nos grupos
PDLSC (45%) e GMSC (39%),
em comparacdo com menos de
25% nos outros grupos. O
cemento e as fibras periodontais
também estiveram presentes em
todos os grupos, mas de forma
mais organizada nos grupos
PDLSC e GMSC.

Xuejing
Duan, 2018

Ratos

Ratos

-Nao notificado no estudo.

PRF

12, 24 dias

Grupo controlo,
Grupo  Colégeno,
Grupo Colédgeno +
PDLSC, Grupo
PRF, Grupo PRF +
PDLSC.

-A utilizacdo de PRF
isoladamente e colagénio s6
permite a regeneragdo dssea aos
24 dias de 34% e 23%,
respetivamente. Por outro lado, o
uso de coldgeno + PDLSC ou
PRF + PDLSC permite uma
regeneracdo Ossea de 39,74% e
62,81%, respetivamente.

-O exame histolégico também
mostrou aumento da formagdo
de cemento e fibras periodontais
nos grupos PDLSC.
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digestio numa solu¢do  contendo
colagenase tipo I a 0,2% durante 15
minutos a 37° e depois passagem por
peneira. Em seguida, recolha das células
apos centrifugacdo a 1000 r/min durante
8 min.

Adi¢do de o-MEM suplementado com
10% de soro fetal bovino e incubacio em
5% de CO2 a 37°.

Cao Beagle | Cao Beagle -Isolamento da PDL e digestdo em meio | Bioss- 1,4 x10° | 3 meses Grupo controlo | -A andlise histolégica ndo
com 3 mg/mL de colagenase tipo I e 4 | Collagen Bioss-Coldgeno + | revelou diferencas significativas
mg/mL dispase a 37° por 40 min. Em tampdo fosfato | entre os 2 grupos, mas revelou a
seguida, centrifugagdo por 7 min a 200g e salino. criagdo de 0sso novo.

Javier lavar. Passagem por um filtro de 70 um e,

Nuiiez, 2017 em seguida, cultura em meio a-MEM Grupo Bioss- -Observamos também a presenca
contendo também 15% de soro fetal, 100 Colagem + PDLSC. | de fibras colagénio organizadas
um de acido ascérbico 2 fosfato, 2 mm de entre o 0sso alveolar recém-
glutamina, 100 U/MI de penicilina e, formado e o cemento, que
finalmente, um/MIl de estreptomicina, também é recém-formado.
tudo a 37° em uma atmosfera contendo
5% de CO2.

Humanos Humanos -Extracdo do dente e passagem em meio | Bio-oss 1x107 3, 6, 12 | Grupo Bio-OSS. -3 meses apds o transplante,
a-MEM contendo 100 unidades/MI de meses houve uma diminui¢do na perda
penicilina e 100mg/MIl de estreptomicina Grupo Bio-OSS + | de apego nos 2 grupos sem
por 3 min 5 vezes. PDLSC. diferenca significativa entre eles.

De fato, no grupo Bio-oss,

Fa-Ming apenas o CAL aumenta de 5,28

Chen, 2016 -Separacdo posterior do ligamento e mm para 5,07 mm, e no grupo

Bio-oss + PDLSC, essa medida
aumenta de 5,15 mm para 4,42

mm. Podemos, portanto,
concluir que hd regeneracido e
cicatrizagdo tecidual
inespecifica.

-Existe também uma reducio na
profundidade do defeito 6sseo
apés 12 meses através do
preenchimento de osso novo. De
facto, esta medida diminui de
7,19 mm para 4,80 no grupo Bio-
oss isoladamente e de 7,20 mm
para 4,49 mm no grupo Bio-oss
+ PDLSC.
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Resultados

3.4. Resultados da avaliacao do Risco de enviesamento

Os artigos que apresentavam experiéncias em animais foram analisados utilizando
as ferramentas SIRCLE e Cochrane Rob2. O risco geral de enviesamento de resultados

para cada artigo ndo aparecerd devido a um grande nimero de parametros UNCLEAR.

Risk of bias
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D1: Was the allocation sequence adequately generated and applied? Judgemen!
D2: Were the groups similar at baseline or were they adjusted for confounders in the analysis?

D3: Was the allocation adequately concealed? (*) @ Hion
D4: Were the animals randomly housed during the experiment? = Unclear
D5: Were the i i blinded from which intervention each animal received during the experiment?

D6: Were animals at random for 7 . Low

D7: Was the outcome assessor blinded?

D8: Were incomplete outcome data adequately addressed?

D9: Are reports of the study free of selective outcome reporting?

D10: Was the study apparently free of other problems that could result in high risk of bias?

Not applicable

Figura 22 : Gréfico Traffic light plot (RobVis tool) para andlise do risco de enviesamento com estudos animais.

Was the allocation sequence adequately generated and applied?

Were the groups similar at baseline or were they adjusted for confounders in the analysis?

Was the allocation adequately concealed? (*)

Were the animals randomly housed during the experiment?

Were the investigators blinded from knowledge which intervention each animal received during the experiment?

Were animals selected at random for outcome assessment?

h

Was the outcome assessor blinded?

Were incomplete outcome data adequately addressed?

Are reports of the study free of selective outcome reporting?

Was the study apparently free of other problems that could result in high risk of bias?
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Figura 23 : Grafico summary plot (RobVis tool) para andlise do risco de enviesamento dos estudos com animais.
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Risk of bias
| D [ D2 [ D3 | D4 [ D5 |
&
L raimgoren e @ @ ® ® @
w
D1: Was the method used to generate the randomization sequence adequate and detailed enough to ensure random assignment of interventions? Judgement
D2: Were participants, study staff and researchers blind to the assignment of interventions? If not, could this knowledge have influenced the study results?
D3: How were missing data managed, and were there differences in drop-outs between groups that could bias outcomes? . Low

D4: Was the method of measuring outcomes consistent for all participants, and were evaluators blind to the assignment of intervention groups?
D5: Were all pre-specified results of interest reported appropriately, without omission or selective selection of the results to be reported?

Figura 24 : Gréfico Traffic light plot (RobVis tool) para analise do risco de enviesamento dos estudos
humanos.

O objetivo destas duas tabelas ndo € avaliar o risco global de enviesamento de
cada estudo, mas dar uma ideia deste risco com base nas perguntas enunciadas.
Inicialmente, hd, portanto, uma grande disparidade entre estudos em animais e humanos.
H4, de facto, um grande nimero de parametros que permanecem por esclarecer em
estudos com animais (Figura 22) (Figura 23). H4 também uma enorme falta de
informagao, ou informagdes incompletas sobre a aleatoriedade do alojamento dos animais
durante os estudos, e da utiliza¢do de investigadores independentes para a aloca¢do de
animais, e selecdo aleatdria de animais dentro dos grupos para avaliar os resultados e,
finalmente, sobre avaliagdo dos resultados por investigadores independentes. Por outro
lado, o estudo em seres humanos apresenta um baixo risco de viés em geral, uma vez que
conseguimos responder a todas as perguntas sem ter parametros pouco claros (Figura

24).
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IV. DISCUSSAO

J4 ha vérias metandlises a descreverem a regeneracdo de osso utilizando diferentes tipos
de células estaminais, mas neste trabalho quisemos aprofundar os resultados disponiveis
sobre a regeneracdo do cemento, do osso e do ligamento periodontal. Estes 3 tecidos

fazem parte da estrutura de suporte do dente e sdo por isso uma garantia de durabilidade.

Neste trabalho focamo-nos apenas na utilizacao das células PDLSC que atualmente sao
as mais promissoras devido ao seu potencial de diferenciacao e facilidade de obtencao,

nomeadamente a partir dos dentes do siso que sdo dispensaveis.

4.1. Caracterizacao das PDLSC

A caracterizagdo das PDLSC é uma etapa essencial antes do cultivo. De fato, as
populacdes de PDLSC retiradas do ligamento periodontal sdao do "tipo putativo". De
facto, assume-se que estas células partilham as caracteristicas distintivas das células
estaminais mesenquimais. Portanto, o uso de microscopia eletronica de varrimento ou
transmissao, coloracdo imuno-histoquimica e citometria de fluxo sd@o necessarios para
confirmar que as células sdo estaminais e verificar se a cultura estd livre de contaminacao

por outros tipos celulares.

A caracterizagdo morfoldgica usando os microscopios Otico e eletronico de
varrimento ou transmissao € essencial, dd-nos indica¢des sobre o estado de diferenciacao
dos PDLSC e da sua capacidade de formar estruturas semelhantes aos tecidos originais.
No estudo de Yi Liu, a microscopia eletrénica de varrimento (Figura 25 H) mostra uma
célula fusiforme numa matriz extracelular ramificada. Estas células também possuem
muitos organitos como mitocdndrias e ainda ribossomas (Figura 25 I) e ja produzem uma

quantidade significativa de colagénio (Figura 25 J).
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2 1;/’ :
Figura 26 : PDLSC com microscépio Figura 25 : PDLSC com microscopio eletrdnico de

otico (100x) (Adaptado do Jiling Qiu varrimento (1200x) (H) e transmissdo (5200x) (I, J) (Adaptado
2020). do Yi Liu, 2008).

No estudo de Joo-Young Park, Jiling Qiu (Figura 26) e Xuejing Duan, as células vistas
ao microscopio Otico mostram uma morfologia fibroblastica e fusiforme com

prolongamentos.

A coloracdo imuno-histoquimica € uma técnica laboratorial para localizar
proteinas especificas em cortes teciduais. Os estudos descritos nesta revisdo,
comprovaram que as células coletadas eram estaminais pela presenca de marcadores de
MSC. Virios marcadores especificos foram utilizados, incluindo STRO-1, NESTIN,
ALP, CD29, CD44, CD106, CD166, CD14, CD45, CD146, CD105, CD90, CD31, CD73,
CD34. O STRO-1 € um anticorpo que reconhece um epitopo especifico na superficie das
MSC, pelo que a identificacdo destas dltimas indica um potencial para diferenciacio
osteobldstica, cementobldstica, condrobléstica e fibrobldstica. A NESTIN € uma proteina
expressa na superficie das MSC, a sua presenca indica um estado diferenciado e um
elevado potencial de diferenciacdo. A ALP € uma proteina que indica o potencial de
diferencia¢do osteobldstica das MSC. A familia de biomarcadores CD refere-se a uma
série de proteinas na superficie da célula que s@o usadas para identificar e classificar
células. Podemos, portanto, diferenciar entre os biomarcadores MSC: CD29, CD44,
CD106, CD90, CD73, CD105, CD166 e biomarcadores HSC: CD14, CD45, CD146,
CD31, CD34. No estudo de Yi Liu, as células estaminais sdo positivas para marcadores
STRO-1, NESTIN e ALP, e no estudo de Joo-Young Park sao positivas para STRO-1.
No estudo de Danijela Menicanin, as células estaminais testaram positivo para
marcadores CD29, CD44, CD106 e CD166 e negativos para marcadores CD14 e CD45.
No estudo de Fa-Ming Chen, as células sdo positivas para os marcadores MSC STRO-1,
CD146, CD105, CD29 e CD90 e negativas para os marcadores hematopoiéticos CD31 e
CD45.
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A citometria de fluxo permite a andlise quantitativa de vérios parametros
celulares, como marcadores especificos. No estudo de Yi Liu, 5,6% das células testaram
positivo para STRO-1, 12,5% para Nestin e 15% para ALP. No estudo de Gang Ding,
18,2% das células testaram positivo para STRO-1, 93,3% para CD146 e 82,3% para
CD90. No estudo de Han, 50,9% das células testaram positivo para CD29, 94,8% para
CD73 e 98,3% para CD90. Em contraste, apenas 0,1% das células testaram positivo para
CD14, 0,6% para CD34 e 0,4% para CD45. No estudo de Park, 47,7% das células
testaram positivo para STRO-1. No estudo de Kengo Iwasaki M.K., 100% das células
foram positivas para CD90, CD44, CD73 e CDI105, mas apenas 23,5% e 32,2% das
células foram positivas para STRO-1 e CD146, respectivamente, e 0% das células foram

positivas para CD31 e CD45.

Todos os estudos utilizam meios semelhantes para caracterizar as células
estaminais, mas utilizam biomarcadores diferentes embora todos eles sejam tipicamente
associados a MSC. Na andlise microscOpica, todas as células apresentam morfologia

fusiforme semelhante a morfologia de fibroblastos.

4.2. Métodos de extracao e cultura

A importancia dos meios de cultura e extragdo nao pode ser subestimada, pois
desempenha um papel importante no isolamento, diferenciacao e proliferacao de PDLSC.

Virias enzimas foram usadas para isolar PDLSC de outros componentes do
ligamento periodontal. Em primeiro lugar, a utilizacdo de uma enzima que permite a
hidrélise das ligagOes peptidicas do colagénio, a colagenase, e, em segundo lugar, a
utilizacdo de uma enzima que dissolve as ligacdes que unem as células a matriz
extracelular: a dispase. Observamos também o uso da dipeptidase, uma enzima que
decompde especificamente os dipeptideos em aminodcidos separados.

Os meios de cultura podem variar dependendo do estudo, mas t€m uma fungao
semelhante, ou seja, fornecer os nutrientes essenciais, fatores de crescimento e condi¢cdes
fisico-quimicas necessdrias para promover a proliferacdo e diferenciacdo de PDLSC. Nos
artigos selecionados observamos a utilizacdo de meios comuns, como o uso do Alpha
Minimum Essential Medium (a-MEM) ou sua versao modificada (modificada a-MEM).

No estudo do Parque Joo-Young, é utilizado o Dulbecco's Modified Eagle Medium
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(DMEM) que é um meio mais complexo com uma maior concentracao de aminodcidos e

vitaminas.

4.3.  Scaffolds

A andlise dos diferentes materiais de andaimes utilizados revela uma grande
diversidade de composi¢cdo variando varios parametros como biocompatibilidade,

biodegradabilidade, porosidade e, finalmente, resisténcia mecanica. (Tabela 4)

Tabela 4 : Caracteristicas dos scaffolds utilizados em cada estudo (Robert Lanza, 2020).

Resisté
) o Biocompatibilid | Biodegradabilid ) ncia
Scaffold Composi¢ao Materiais Porosidade
ade ade mecani
ca
Hidroxiapatita / Fosfato
HA/TCP Bioceramica tricdlcico Alta Varidvel Alta Alta
Amnion Tecido Biolégico Membrana amnidtica Alta Sim Varidvel Fraca
Gelfoam Polimero Natural Gelatina Boa Sim Alta Fraca
Membrana Moder
Bio-Guide . . Coldgeno suino Alta Sim Fraca
Bioldgica ada
) Moder
PRF Produto sanguineo Sanguina plasmadtica Alta Sim Varidvel J
ada
Bioss- Colagénio com Moder
Compdsito . o Alta Sim Alta
collagen hidroxiapatita ada
Osso bovino
Bio-Oss Bioceramica Alta Nao Alta Alta
desmineralizado

Fatores como a composicio do scaffolds, a sua biodegradacgdo,
biocompatibilidade, porosidade, resisténcia mecanica e interacao com células estaminais
podem influenciar significativamente os resultados clinicos. Os estudos incluidos nesta
revisdo integrativa apresentaram uma diversidade de scaffolds com resultados variados,
aumentando a complexidade desta abordagem terapéutica. Por conseguinte, nio é
possivel comparar a eficicia dos scaffolds entre si. E crucial aprofundar a investigagio
para avaliar minuciosamente a eficdcia e adequacgao de diferentes scaffolds, por exemplo,
fazendo um estudo comparativo utilizando um tnico método de transplante de PDLSC,
mas utilizando vérios scaffolds diferentes, a fim de otimizar as estratégias de tratamento

e melhorar os resultados a longo prazo dos doentes.
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Discussdo

4.4. Analise corte histolégico

A andlise de uma secg¢do histoldgica € um passo crucial para permitir a exploragdo

detalhada do resultado do transplante de células estaminais, pelo que iremos analisar as

seccgoes histoldgicas do artigo de Krzysztof Marek Mrozik.

G’

Figura 27 : Corte histolégico analisando os resultados do transplante de
PDLSC. A: Grupo padrio; B: Grupo Gelfoam; C: Grupo Gelfoam + PDLSC.
bn: Base de entalhe de referéncia; Den: Dentina; G: Gelfoam; JE: Epitélio
juncional; NB: Osso novo; NC: Cemento novo; OB: Osso velho; OC: Cemento
velho; tn: Topo do entalhe de referéncia (Adaptado do Krzysztof Marek Mrozik,
2013).

Na Imagem A (Figura 27), representando apenas o grupo de defeitos, hd um grande
epitélio juncional invaginando no sulco. H4 também um baixo foco de desenvolvimento
de osso novo abaixo do nb de referéncia e uma pequena quantidade de cemento
regenerado. As neofibras da Sharpey estdo presentes em pequenas quantidades e tém uma

organizac¢do nao especifica.

Na imagem B (Figura 27), representando apenas o grupo Gelfoam, hd um epitélio
juncional que ndo invagina no sulco, mas a presenca de tecido de granulacdo e numerosas
células inflamatdrias. Existem multiplos focos de desenvolvimento dsseo alveolar, acima
do osso previamente formado e até a marca Tn. Observa-se também a formacdo de
neocemento (Figura 28 B) e neofibras de Sharpey (ambas em menor quantidade em
relacdo ao grupo C) com organizacdo proxima a do ligamento periodontal sauddvel, ou

seja, perpendicular ao neocemento (Figura 29 B, E).
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Na imagem C (Figura 27), representando o grupo Gelfoam + PDLSC, hd um epitélio
juncional que ndo invagina no sulco, mas a presenca de tecido de granulacdo e numerosas
células inflamatérias. Ha também um grande foco de desenvolvimento 6sseo alveolar,
continuando bem acima do ponto de referéncia Tn e, portanto, maior do que o grupo B.
Observa-se também a formagdo de neocemento (Figura 28 C) e fibras de Sharpey (mais
significativamente do que no grupo B) com uma organizagdo ainda mais préxima da do

ligamento periodontal saudavel, ou seja, perpendicular ao neocemento (Figura 29 C, F).

Figura 28 : Corte histolégico analisando a regeneragdo do
cemento. A: Grupo padrdo; B: Grupo Gelfoam; C: Grupo
Gelfoam + PDLSC. Cem: Cemento (Adaptado do
Krzysztof Marek Mrozik, 2013).

Figura 29 : Corte histolégico analisando o ligamento periodontal. A, D:
Grupo padrio; B, E: Grupo Gelfoam; C, F: Grupo Gelfoam + PDLSC. CT
: tecido de conexdo (Adaptado do Krzysztof Marek Mrozik, 2013).
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4.5. Analise dos resultados

O principal objetivo dos tratamentos convencionais para a periodontite € reduzir
a inflamacao através do uso de métodos mecanicos. Numa segunda fase, estes tratamentos
visam regenerar o tecido periodontal. No entanto, observamos que esta regeneracao
continua a ser limitada.

O objetivo primdrio desta revisao integrativa foi avaliar se as estaminais do
ligamento periodontal poderiam promover a regeneracdo tecidual em estudos pré-
clinicos. Uma grande restricdo encontrada durante este estudo reside na diversidade
significativa das metodologias utilizadas, o que dificulta a comparacdo direta entre os
estudos selecionados.

Devido ao pequeno tamanho da regido orofacial em roedores, é objetivamente
mais dificil usar roedores como modelo para avaliar a regeneracdo periodontal do que
usar porcos miniatura que sdo considerados o modelo ideal porque possuem
caracteristicas fisioldgicas (imunoldgicas) comuns aos seres humanos e seu tamanho
torna a andlise mais simples.

A andlise de perda de insercdo que foi registada sempre que possivel (Tabela 2)
€ considerada a melhor medida para indicar a regeneracdo periodontal, pois fornece uma
avaliacdo direta do sucesso da regeneracdo dos tecidos de suporte de um dente, e nalguns

casos também se registaram os dados histolégicos e das tomografias computadorizadas.

Na abordagem do transplante aut6logo, de acordo com o estudo de Yi Liu,
observa-se pela primeira vez que com a adicao de PDLSC a um scaffold HA/TCP obtém-
se um resultado muito melhor de regeneracio dssea, ligamentar e cimentar do que com o
uso de HA/TCP sem células. Observa-se também que o crescimento epitelial foi
interrompido pela formacdo de uma nova insercao de tecido conjuntivo, de modo que se
pode concluir que a adi¢gdo de PDLSC pode impedir o crescimento apical do epitélio.
Numa segunda fase, o estudo de Joo-Young Park compara a utilizacio de vdrias fontes
aut6logas de células estaminais orais sem a utilizacdo de scaffolds. Verifica-se que ha
uma melhor formag¢do de cemento, osso e ligamento periodontal no grupo que usa
PDLSC. H4 também uma diminui¢do na produgdo de tecido de granulacio neste grupo,
provavelmente causada pela capacidade das PDLSC induzirem uma diminucdo na
producdo de mediadores inflamatérios. Este aspeto requer uma exploragdo mais

aprofundada. Em terceiro lugar, o estudo de Danijela Menicanin prova mais uma vez que
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a regeneragdo tecidual € mais satisfatoria usando PDLSC aut6logos combinados com
Gelfoam do que usando apenas Gelfoam. Em quarto lugar, o estudo humano de Fa-Ming
Chen mostra que ndo hd uma diferenca significativa na regeneragcao dssea entre 0s grupos
Bio-oss e Bio-oss + PDLSC. No entanto, este estudo € importante porque mostra que o
transplante de PDLSC cultivados ex vivo € seguro para humanos, permitindo uma
segunda fase de ensaios clinicos para determinar mais precisamente quais os melhores
scaffolds e quais as doses celulares adequadas. Por tltimo, analisdmos os resultados do
estudo Gang Ding. Este estudo é muito interessante porque compara, entre outras coisas,
o uso de PDLSC alogénicas e autélogas nos mesmos defeitos teciduais. Observa-se que
estes dois grupos obtém resultados semelhantes quanto a regeneracdo histolégica dos 3
principais tecidos (0sso, cemento e ligamento periodontal). Coletivamente todos estes
resultados indicam a existéncia de uma alternativa vidvel a regeneracdo tecidual
convencional usando PDLSC autélogas, no entanto, as PDLSC autélogas sao limitadas
em pacientes com periodontite devido a presenga de inflamagdo generalizada crénica do
tecido.

Na abordagem do transplante alogénico, observamos mais uma vez pelo estudo
de Gang Ding, que a transferéncia de células alogénicas € tdo vidvel como a autdloga,
mas acima de tudo que este modelo animal experimental (porco) ndo apresenta qualquer
rejeicdo imunoldgica. No entanto é realmente dificil compreender o mecanismo de
imunomodula¢do das PDLSC, uma vez que um grande nimero de fatores soliveis como
TGFbl, HGF, PGE2 ou indoleamina 2,3-dioxigenato podem desempenhar um papel
importante, bem como o contato direto entre PDLSC e linfécitos T, mas esses
mecanismos ainda precisam ser esclarecidos. Em segundo lugar, os estudos de J Han e
Krzysztof Marek Mrozik mostram que a regeneracao nos grupos Gelfoam + PDLSC ¢é
mais rdpida do que nos grupos Gelfoam isoladamente, o que demonstra a importancia da
adi¢do de PDLSC. Em terceiro lugar, o estudo de Xuejing Duan utilizando PRF como
scaffold comprova que a adi¢do de PDLSC potencia a regeneracdo Ossea cimentar € o
crescimento de fibras de colagénio do PDL em compara¢ao com grupos sem PDLSC. De
fato, o FRP contém vérios fatores de crescimento, tais como PDGF, TGFp-1, IGF, VEGF
e EGF que podem promover a proliferacdo, crescimento e diferenciacdo das células
estaminais no modelo animal, mas continua a ser necessiria mais investigacdo para
estabelecer o efeito das diferentes interacdes. Finalmente, o estudo de Javier Nuiez
apresenta resultados contrastantes, uma regeneracdo de osso, cemento e PDL estd

presente, mas ndo h4 uma diferenca significativa entre os grupos de coldgeno Bio-Oss e

60



o coldgeno Bio-Oss + PDLSC. E importante notar que este estudo é baseado em defeitos
6sseos de furcagao tipo III. Estamos, portanto, diante de defeitos supradsseos que nao
permitem uma boa estabilizacdo dos materiais regenerativos, o que certamente explica o
fato de ndo haver diferencas significativas entre os dois grupos. E importante continuar
estudos para difinir as estratégias diferentes potencialmente aplicdveis a defeitos
supradsseos ou infradsseos.

Na abordagem do xeno-enxerto, de acordo com os dois estudos de Kengo Iwasaki
K. A., podemos ver que a regeneracdo € mais eficiente usando a combinagdo PDLSC +
amnion do que usando apenas amnion. Além disso, ndo foram detetados efeitos
imunolégicos. Finalmente, o estudo de Jiling Qiu mostra-nos que a técnica de
transferéncia funciona tdo bem com PDLSC como com outras células estaminais orais,

como por exemplo com GMSC-CM.

Esta revisao integrativa de artigos destacou o potencial promissor das células
estaminais do ligamento periodontal para a regeneracdo do tecido periodontal. No
entanto, ndo foi possivel determinar, com base na andlise dos resultados, o destino das
PDLSC transplantadas ou os mecanismos subjacentes a melhoria das estruturas
periodontais. E possivel que entrem em jogo dois mecanismos. Em primeiro lugar, uma
diferenciacdo direta das PDLSC em osteoblastos, cementoblastos e fibroblastos gracas
aos diferentes fatores de diferenciacdo local. Numa segunda etapa, a diferenciacdo das
células PDLSC pode resultar duma estimulacdo pardcrina pelas células hospedeiras na
regido do transplante. Também € possivel que os exossomas libertados pelas células
PDLSC possam funcionar como fatores pardcrinos na regeneracdo periodontal. O
mecanismo pelo qual os PDLSC induzem a regeneracgdo periodontal quando o seu niimero

diminui ndo € claro e requer investigacao adicional.
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V.

CONCLUSAO

Em conclusdo, esta revisdo integrativa destaca o potencial significativo das
células-estaminais do ligamento periodontal para a regeneragdo periodontal. Os estudos
incluidos demonstraram que o transplante dessas células estaminais pode promover a
formagao de novo cemento, ligamento periodontal e osso alveolar, contribuindo para a
regeneracdo periodontal.

A sua utilizagdo pode representar um grande avanco no tratamento da doenca
periodontal, oferecendo novas perspetivas terapéuticas para os pacientes. No entanto, é
necessdria mais investigacio para consolidar estes resultados promissores e facilitar a sua

tradugdo para a pratica clinica.
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VL.

PERSPETIVAS FUTURAS

Embora promissores, os resultados atuais ainda exigem uma investigacdo mais
aprofundada. Estudos clinicos maiores e de longo prazo sdo necessdrios para avaliar
melhor a eficdcia e a seguranga desta abordagem regenerativa. No entanto, o uso da
terapia celular para regenerar o tecido periodontal ainda ndo € rentdvel ou competitivo
com os canais radiculares ou implantes dentdrios existentes. Uma vez que a periodontite
nao é uma doenca fatal, o tecido periodontal ndo tem sido priorizado no campo da
investigacdo médica regenerativa usando células estaminais.

Serd igualmente importante explorar as melhores modalidades de administracio
de células estaminais, os fatores 6timos que promovem a sua diferenciacao e integracao
nos tecidos periodontais e, em tultima andlise, serd importante desenvolver métodos e
diretivas que permitam que os estudos in vivos sigam o mesmo protocolo.

Os resultados desta revis@o destacam o valor clinico do uso de células estaminais
do ligamento periodontal para o tratamento de defeitos periodontais. Esta abordagem
terapéutica pode regenerar os tecidos perdidos de forma mais eficiente do que as técnicas
convencionais, oferecendo melhores perspetivas de cicatrizacdo e manuten¢do a longo

prazo da saude periodontal.
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VIIIL.

ANEXOS

Objet : Re: Authorization for using histological sections

oK

Sent from my iPhone

CAUTION: External email. Only click on links or open attachments from trusted
senders.

Hello,

| am a student in dental surgery at Egas Moniz University of Lisbon. as part of my these on "the
ability of PDLSC to regenerate periodontal tissue" | would like to analyze and present, with your
authorization one of your histological sections of your article « Regeneration of periodontal tissues
using allogeneic periodontal ligament stem cells in an ovine mode »,

Thanks in advance
Romain Podembski
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