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Resumo

Nas (ltimas décadas verificou-se um alargamento da necessidade de utlizagdo de
autoenxertos 6sseos. O recurso a enxertos 0sseos é preconizado em inlmeras cirurgias sendo
0 tecido 0sseo, na atualidade, o segundo tecido mais transplantado s6 ultrapassado pelo
sangue e seus derivados. Os substitutos dsseos sintéticos tém sido alvo de investigacéo e
desenvolvimento, visto que ha uma necessidade de encontrar alternativas aos autoenxertos e
aloenxertos. De facto estes podem apresentar inconvenientes, tais como a quantidade e
disponibilidade limitada, morbilidade associada ao dador e a transmissdo de doencas
infectocontagiosas assim como de reacdes imunolégicas. Estas limitacdes tém conduzido a
uma procura sistematica e muito intensa de biomateriais para serem utilizados como
substitutos dsseos sintéticos. Em resultado, a utilizacgéo clinica deste tipo de materiais aumenta
anualmente.

Por outro lado, o uso de terapias celulares como o caso das células estaminais para a
regeneracao de tecidos vivos tem sido outro alvo de grande interesse em investigacao.

A convergéncia destas duas areas importantes, especificamente dos biomateriais e das células
mesenquimatosas, tem sido perspectivada como uma estratégia promissora na Engenharia de
Tecidos 0sseos.

Esta dissertagdo consiste numa revisao bibliografica, onde sdo realgados os conteddos mais
importantes no ambito da Medicina Regenerativa, nomeadamente, a estrutura e a fisiologia do
tecido 6sseo, os substitutos 6sseos sintéticos (especificamente o Bonelike®) e as terapias
celulares para regeneracdo 0Ossea, em particular as células mesenquimatosas da polpa
dentéaria humana.

O objetivo principal do trabalho foi rever os aspetos teéricos que permitem e/ou condicionam o
uso de biomateriais 6sseos, numa perspetiva de compreenséo da conjugacao destes sintéticos
0sseos com terapias celulares que promovam uma melhor e mais rapida regeneracdo déssea
em animais de companhia. Foi igualmente pretendido rever, numa analise critica, baseada em
literatura recente, os desafios e oportunidades que a aplicacdo desta combinagdo apresenta

em Medicina Veterinaria.

Palavras-chave: biomaterial, terapias celulares, regeneracdo 0ssea, enxerto 6sseo sintético,

Bonelike®, células estaminais mesenquimatosas.



Abstract

In the last decades there has been an increase in the need for the use of bone auto-grafts. The
use of bone grafts is recommended in numerous surgeries and bone tissue is currently the
second most transplanted tissue only surpassed by blood and its derivatives. Synthetic bone
substitutes have been the target of research and development, since there is a need to find
alternatives to auto- and allografts. The main drawbacks of auto- and allografts are limited
guantity and availability, donor-associated morbidity and transmission of infectious diseases as
well as immunological reactions. These limitations have led to a systematic and very intense
demand for biomaterials to be used as synthetic bone substitutes. As a result, the clinical use of
this type of material increases annually.

On the other hand, the use of cell therapies such as stem cells for the regeneration of living
tissues has been another target of great interest in research.

The convergence of these two important areas, specifically biomaterials and mesenchymal
cells, is considered a promising strategy in the engineering of bone tissues.

This dissertation consists of a literature review, highlighting the most important contents in the
field of regenerative medicine, namely, the structure and physiology of bone tissue, synthetic
bone substitutes, specifically Bonelike® and cell therapies for bone regeneration, in particular
the mesenchymal cells of the human dental pulp.

The main objective of the work was to review the theoretical aspects that allow and/ or condition
the use of bone biomaterials, in a perspective of understanding the combination of these bone
synthetics with cell therapies that promote better and faster bone regeneration in companion
animals. It was also intended to review, in a critical analysis, based on recent literature, the
challenges and opportunities that the application of this combination presents in Veterinary

Medicine.

Key-words: biomaterial, cell therapies, bone regeneration, synthetic bone graft, Bonelike®,

mesenchymal stem cells.



1. Introducéo

Atualmente, a proporcao de idosos na populagdo humana é a maior alguma vez registada
estando estes predispostos a doencas ortopédicas crénicas e a fraturas 6sseas, na maior parte
das vezes de dificil cicatrizacdo e/ou associadas a osteoporose (Almeida & Manolagas, 2020).
Algumas situagfes de trauma bem como algumas doencas dsseas, sejam agudas ou cronicas,
requerem tratamentos que envolvem enxertos 6sseos. No entanto, devido as desvantagens
associadas a estes enxertos recorre-se cada vez mais aos substitutos 6sseos sintéticos, como
0s biomateriais, com propriedades de biocompatibilidade, osteoinducdo e osteoconducgéo
(Aslankoohi, Mondal, Rizkalla, & Mequanint, 2019). Adicionalmente, em traumatologia, é cada
vez mais utilizado o uso combinado de células mesenquimatosas e fatores de crescimento,
com os biomateriais, uma vez que estas células conferem osteogenecidade ao foco de fratura
(laquinta et al., 2019). O desenvolvimento de substitutos 6sseos é justificado pelo facto do 0sso
ser 0 segundo tecido mais transplantado no mundo, somente ultrapassado pelas transfusdes
de sangue e seus derivados (Armiento, Hatt, Sanchez Rosenberg, Thompson, & Stoddart,
2020; Neto & Ferreira, 2018). As reconstrucfes de defeitos ésseos sdo um desafio clinico e a
procura do substituto ésseo ideal tem sido o alvo de investigagdo na area da Medicina
Regenerativa e Engenharia de Tecidos, ndo s6 em Medicina Humana como também em
Medicina Veterinaria (Brehm, Burk, Delling, Gittel, & Ribitsch, 2012; Gu, Bai, & Zhang, 2018). A
Medicina Regenerativa tem como objetivo principal a reparagéo e substituicdo terapéutica de
tecidos lesionados e degenerados por complexos celulares ou moleculares com estruturas e
fungdes equivalentes. Por outro lado a Engenharia de Tecidos foca-se no estudo de materiais
biologicamente compativeis (naturais ou sintéticos) que podem ser utilizados no organismo
sem as desvantagens da utilizacdo de tecido autélogo (Travni¢kova & Bacakova, 2018) em
combinacdo com diferentes tipos de células para substituir partes de tecidos danificados
(Willerth & Sakiyama-Elbert, 2019). Assim, defeitos 6sseos mais extensos e complexos, sob o
ponto de vista bioldgico, podem ser reconstruidos e preenchidos com recurso a enxertos
0sseos naturais ou por substitutos 6sseos sintéticos (Oryan, Kamali, Moshirib, & Eslaminejad,
2017).

A terapia baseada em células foi um coadjuvante importante na procura de novas terapéuticas
para doencas degenerativas, pela flexibilidade destas terapias em serem utilizadas
isoladamente ou em terapia combinada com veiculos de transporte como é o caso dos
biomateriais sintéticos (Ocansey et al., 2020). O uso de células estaminais mesenquimatosas
(MSCs) humanas em associagdo com enxertos especificos pode garantir a regeneracao do
tecido 6sseo (Campos, Sousa, Caseiro, et al., 2018; laquinta et al., 2019).

Recentemente, as células estaminais retiradas da polpa dentaria humana tém vindo a ser
isoladas, desenvolvidas e estudadas para posterior uso experimental e clinico (Campos,
Sousa, Caseiro, et al., 2018; Gu et al., 2018). Estas células podem ser obtidas em segurancga,
sem morbilidade significativa ou preocupac6es éticas (Timothy, Samyuktha, & Brundha, 2019).
O seu envolvimento no processo de cicatrizagdo 6ssea € benéfico, principalmente em fraturas

e preenchimento de locas, uma vez que o tipo de células diferenciadas apds o isolamento de

4



células da polpa dentaria € similar as células do osso (Oryan et al., 2017). Com base em
veiculos biodegradaveis como o0s biomateriais sintéticos € possivel transportar células
estaminais para focos de fratura biologicamente debilitados, criando em conjunto uma
estratégia moderna no ambito da Medicina Regenerativa e Engenharia de Tecidos para a
reparacdo e regeneracdo oOssea bem sucedida (Oryan et al., 2017; Toosi, Behravan, &
Behravan, 2018).

2. Tecido 6sseo

O osso é um tecido conjuntivo dinamico (laquinta et al., 2019) que fornece suporte estrutural e
mecanico ao organismo, prote¢do aos 6rgdos internos vitais, locais de fixacdo muscular para a
locomocéo e possui uma funcéo endécrina importante, contribuindo para a homeostase mineral
e balanco éacido-base (Hartmann & Yang, 2020; Sims & Martin, 2020a). E um reservatorio
natural de varios minerais como o calcio, o fosfato e o magnésio (Ferron & Karsenty, 2020).
Pode ser descrito como um composto hierarquico em varias escalas, composto por nanocristais
de hidroxiapatite (HA), partes organicas (principalmente fibras de colagénio do tipo I) e 4gua
(Kosowska, Domalik-Pyzik, Krok-Borkowicz, & Chtopek, 2020).

2.1. Morfologia e estrutura 6éssea

O tecido 6sseo possui uma populacao diversificada de células que interagem entre si formando
um tecido complexo, nomeadamente, osteoblastos, osteoclastos e ostedécitos (Fornetti, Welm,
& Stewart, 2018). Os osteoblastos sdo as células responsaveis pela formacao 6ssea, tendo
como fungdo a regulacdo da mineralizacdo 6ssea, secretando e depositando proteinas da
matriz éssea (Bellido, Plotkin, & Bruzzaniti, 2019). Os osteoclastos sdo responsaveis pela
degradacéo e reabsorcdo de por¢des microscépicas de osso (Schlesinger et al., 2020) e sédo
capazes de regular outros processos através da producdo de citoquinas e pela sinalizagédo
celular (Leder & Wein, 2020). Os ostedcitos sdo células que provém de osteoblastos ancorados
a matriz 6ssea e possuem uma durabilidade elevada, que pode chegar a décadas (Robling &
Bonewald, 2020). Em cada ciclo de remodelacdo 6ssea existe um conjunto de osteoblastos
que fica incorporado na matriz Gssea, originando assim uma nova populacdo celular de
ostedcitos no osso (Almeida & Manolagas, 2020).

O tecido 6sseo é formado por duas componentes, uma componente mineral inorganica,
correspondente a cerca de 65% do peso do 0sso, e uma componente organica (Armiento et al.,
2020). A matriz organica é composta na sua maioria por colagénio e pequenas quantidades de
proteinas ndo colagénicas, lipidos e agua (Sims & Martin, 2020b).

A componente inorgénica ocupa dois tercos da matriz 0ssea e contém fosfato de calcio,
carbonato de calcio, fosfato de magnésio, fluoreto de magnésio e outros minerais, aderidos a



sua estrutura (Armiento et al., 2020). O componente mais prevalente da fase inorganica é a HA
[Ca1o(PO4)s (OH),] (laquinta et al., 2019) que confere ao 0ssO a sua rigidez caracteristica e
resisténcia a forcas compressivas (El Sayed, Nezwek, & Varacallo, 2018). A componente
mineral e as fibras de colagénio, em combinacdo, ddo ao 0sso resisténcia as forcas de
compressao, flexibilidade e resiliéncia (Armiento et al.,, 2020). A matriz extracelular
mineralizada € uma caracteristica Unica do sistema esquelético (Murshed, 2018).

Com base nas diferentes estruturas e organizacdo pode-se distinguir dois tipos de 0ss0: 0SS0

esponjoso e o0sso cortical (Figura 1).
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Figura 1 - Estrutura interna do osso longo, com secc¢éo transversal ampliada do interior

(Adaptado de Encyclopaedia Britannica, 2015).

O osso cortical ou compacto, possui lamelas que estdo organizadas de forma concéntrica a
volta de um canal de Havers, formando uma estrutura denominada de 6steo. Os 6steos estéo
interligados, perpendicularmente, por canais de Volkmann (Poundarik, Boskey, Gundberg, &
Vashishth, 2018). O osso cortical representa 80% da massa 6ssea e encontra-se na diafise de
0ssos longos, em torno do 0sso esponjoso do corpo vertebral, na crista iliaca e no cranio, com
a intencao de providenciar suporte e protec¢éo (Burr, 2019). A superficie externa deste tipo de
0sso é coberta por uma membrana fibrosa denominada de periésteo enquanto a superficie
interna, que estd em contacto com a medula 0ssea, € coberta pelo enddsteo (Armiento et al.,
2020).

O o0sso esponjoso ou trabecular possui trabéculas que formam uma rede de colunas

multidirecionais onde somente existe 20 a 25% de calcificacdo, sendo que o restante espaco é



ocupado por medula 6ssea (Armiento et al., 2020; Neto & Ferreira, 2018). Encontra-se nas

metéafises de 0ssos longos, nas vertebras, costelas e crista iliaca (Burr, 2019).

2.2. Formacao e remodelacdo 0ssea

O desenvolvimento esquelético inicia-se na embriogénese e continua depois do nascimento.
Ocorre através de dois processos que se distinguem pelo ambiente em que a ossificacdo é
iniciada e pelo tipo de células que produz a matriz, sendo eles: ossificacdo intramembranosa e
ossificagdo endocondral (Allen & Burr, 2019).

A ossificacédo intramembranosa inicia-se quando células mesenquimatosas, derivadas da crista
neural, se diferenciam em osteoblastos. Estes agrupam-se formando um centro de ossificacdo
e comecam a secretar matriz 6ssea ndo mineralizada que se liga ao calcio (Breeland &
Menezes, 2020). Esta matriz aprisiona alguns osteoblastos que passam a ostedcitos e envolve
os capilares, formando assim as trabéculas do 0sso esponjoso (Hartmann & Yang, 2020). As
células da superficie interna do periosteo diferenciam-se em osteoblastos que formam o osso
cortical (Allen & Burr, 2019).

A ossificacdo endocondral inicia-se quando as células mesenquimatosas da mesoderme se
diferenciam em condrécitos. Estes proliferam e formam um modelo de cartilagem 6ssea, que
inclui cartilagem hialina e passam a secretar matriz extracelular (Watanabe-Takano et al.,
2019). Esta matriz calcifica e impede a chegada de nutrientes aos condrdcitos, que
consequentemente sofrem apoptose. O espaco criado por esta apoptose permite o
desenvolvimento de vasos sanguineos que promove a chegada de células osteogénicas
(Breeland & Menezes, 2020). Estas substituem, na diafise, a cartilagem por o0sso e,
simultaneamente, a cartilagem prolifera para as extremidades do osso, permitindo assim o
aumento do 0sso em comprimento (Hartmann & Yang, 2020).

O osso humano, sendo um tecido dindmico, tem a capacidade de todos 0s anos substituir uma
parte do seu tecido, através de um processo conhecido como remodelacédo 6ssea (Armiento et
al., 2020), devido a sua alta capacidade de regeneracao inata (Aslankoohi et al., 2019). A
remodelacdo 6ssea ocorre para providenciar ao esqueleto uma adaptacdo as alteragcdes na

carga e substituir tecido ésseo danificado e envelhecido (Sims & Martin, 2020a).

2.3. Cicatrizacgao de fraturas 6sseas

A fratura 6éssea ou uma osteotomia causam uma rutura no tecido 6sseo que consequentemente
leva a perda da continuidade anatémica e a instabilidade mecéanica do osso (Li, Kacena, &
Stocum, 2019). Fatores como a menor densidade 6ssea que ocorre em idosos (osteoporose),
tumores, obesidade, diabetes, corticoterapia ou quimioterapia aumentam a incidéncia de

fraturas e dificultam a sua cicatrizacéo (Meinberg, Clark, Miclau, Marcucio, & Miclau, 2019).



A cicatrizacdo de fraturas é um processo complexo que recapitula os fendémenos de
desenvolvimento ésseo endocondral durante a embriogénese, e que exige a participacéo de
varios tipos de células, incluindo osteoblastos, osteoclastos, células osteoprogenitoras, células
inflamatérias e células endoteliais (Ho-Shui-Ling et al., 2018).

Divide-se em trés fases, inicialmente a fase inflamatéria, a fase proliferativa e por fim a fase de
remodelacdo (Armiento et al., 2020) (Figura 2).

vy

Fase Fase Fase Fase de
inflamatoria Proliferativa |  Proliferativa Il remodelacéo
Wi i b /i g

|

1\ \
& »¥/espon;josol Y

ﬁ A */[ Calo »‘)b
mineralizado % \

"‘.‘ |

Osso cortical ( Neovascularizagégb' y
A
\ \\ I L

A \
Figura 2 - Etapas da reparacédo da fratura (Adaptado de Li et al., 2019).

Na fase inflamatéria existe a formacdo de um hematoma e a libertacdo de mediadores e
citoquinas pro-inflamatorias por parte de células mortas, que recrutam e ativam células do
sistema imunoldgico que, por sua vez, promovem 0 recrutamento e diferenciacdo de células
osteoprogenitoras e MSCs (Rather, Jhala, & Vasita, 2019). A acdo de células endoteliais,
fibroblastos e osteoblastos diferenciados promove a formacédo de tecido de granulagcdo, que
substitui 0 hematoma, e a formacgao de calo dsseo primitivo em redor da fratura (Ho-Shui-Ling
et al.,, 2018). Na fase proliferativa ocorre neovascularizacdo e formag¢do de um calo
cartilaginoso, no qual as células estaminais proliferam. Este calo mole posteriormente é
mineralizado. D4-se assim origem a um calo duro, por via de ossificagdo endocondral (Jones &
Waterson, 2020). A fase de remodelacdo consiste na substituicdo gradual do calo duro por
0sso lamelar maduro (Armiento et al., 2020).

A cicatrizacdo de fraturas pode ocorrer através de dois processos bioldgicos distintos:
cicatrizacdo primaria ou cicatrizacdo secundaria (Li et al., 2019). A cicatrizagdo priméaria ocorre
num ambiente em que as extremidades ésseas sd0 anatomicamente opostas e a tensao
existente é inferior a 2%, existindo estabilidade absoluta. Ocorre através da remodelacao direta
de osso lamelar, dos canais de Havers e dos vasos sanguineos, sem a formagdo de calo
periésteo (Jones & Waterson, 2020). A cicatrizacdo secundaria ocorre quando ha menor

estabilidade no local da fratura e existe uma tensdo entre 2% e 10%. E semelhante ao



processo de desenvolvimento 6sseo embriogénico e estd associado a formacdo de calos
0sseos (Jones & Waterson, 2020).

Uma fratura pode ser considerada como curada quando a estabilidade éssea é restaurada pela
formacéo de novo 0sso que preenche a area da fratura, mesmo que ainda ndo tenha adquirido
a forma natural do osso (Li et al., 2019).

Um defeito 6sseo critico é qualquer defeito 6sseo que nao cicatrize espontaneamente, durante
a vida. Nestes casos devem ser utilizados enxertos 6ésseos ou biomateriais para preencher a
ndo unido ou 0 espaco sem 0sso (Bracey et al., 2020). Os defeitos 6sseos sao comuns em
clinica e a sua reconstrucao € uma das maiores dificuldades em ortopedia (Yu et al., 2020) por
criarem um espaco vazio no 0SSO que ndo se cura naturalmente sem reconstrucdo planeada e
cirurgia secundaria (Ercal & Pekozer, 2020). A localizagdo anatomica, a percentagem de 0Sso
perdido e a integridade do tecido mole envolvente séo fatores que determinam a sua defini¢cao
(Aslankoohi et al., 2019). Atualmente, para a reparagdo de defeitos 6sseos utilizam-se varios
métodos, entre eles, transplante de autoenxertos e aloenxertos 6sseos, células estaminais e
enxertos 0sseos sintéticos (Yu et al., 2020).

Para uma regeneracdo de fraturas Osseas sem unido bem sucedida é necessario uma
interaccdo entre células estaminais, fatores de crescimento e citoquinas para induzir a
diferenciacdo de células estaminais, um enxerto bioactivo e biodegradavel para apoiar a
ligacéo, proliferacao e crescimento celular, como também um suprimento vascular competente

para fornecer necessidades essenciais (Toosi et al., 2018).

3. Biomateriais

Acompanhando o progresso do desenvolvimento e das respetivas aplicacfes, a definicdo de
biomaterial estd em constante evolu¢do (Bianchera, Catanzano, Boateng, & Elviri, 2020).
Atualmente, considera-se que biomaterial € qualquer substancia ou combinacdo de
substancias, exceto farmacos, de origem natural ou sintética, que é utilizado para reparar
partes danificadas do corpo, substituindo componentes do organismo com o objetivo de apoiar
a sua funcao fisiologica. Para isso, o biomaterial interage com células, tecidos ou 6rgéos e
pode até realizar as suas fungbes (Bose, Ke, Sahasrabudhe, & Bandyopadhyay, 2018; Im,
2020).

Por existir uma interacdo dindmica reciproca entre o biomaterial 6sseo e o ambiente bioldgico,
€ necessario que exista biocompatibilidade, ndo sendo toxico para o tecido hospedeiro. E
necessario existir também suporte da atividade celular normal, osteoconducao, osteoinducéo,
osteointegracdo, angiogénese, porosidade adequada, capacidade de lidar com o stress
mecanico e carga, boa capacidade mecénica e mimetizar o0 maximo possivel os componentes
naturais do corpo (Bianchera et al., 2020; Prakasam et al., 2017). Osteocondutividade significa
gue o biomaterial permite ao 0sso que este cresga na sua superficie e no seu interior, através

de poros, canais ou tubos. A osteoinducdo € a capacidade de recrutar células pluripotentes e



as diferenciar em células osteogénicas. A osteointegracao esta relacionada com o contato
direto entre o 0sso e o biomaterial (Chocholata, Kulda, & Babuska, 2019).

Além das caracteristicas apresentadas, os biomateriais ndo devem representar riscos para o
organismo, ndo devem ser mutagénicos, nem carcinogéenicos, nem desencadear alergias e nao
devem afetar os 6rgaos circundantes (Biswal, BadJena, & Pradhan, 2020).

Tém sido realizados estudos cientificos com o objectivo de identificar novos biomateriais que
promovam o crescimento 6sseo, em tempo limitado e de maneira personalizada (laquinta et al.,
2019). Nas Ultimas décadas tém sido desenvolvidos biomateriais como substitutos 0sseos que
necessitam de ser estudados e avaliados antes de serem utilizados em ensaios clinicos. E
necessario utilizar modelos animais uma vez que a resposta em modelos in vitro nem sempre
se replica no tecido de um animal vivo (Atayde et al., 2014).

No caso de perda Gssea, utilizam-se enxertos 6sseos e a escolha do tipo é feita com base nas
propriedades biomecéanicas e composicdo quimica necessarias, no tamanho e no local do
defeito ésseo (Prakasam et al., 2017). Os enxertos funcionam como molde durante a
deposicao de tecido, facilitando a proliferacdo, migracéo e organizacdo celular, ao simularem
um ambiente em trés dimensfes semelhante ao nicho quem as células vivem (Borciani et al.,
2020).

3.1.Classificacao

Os biomateriais 6sseos podem ser categorizados, segundo a sua composi¢ao e segundo o seu

comportamento biolégico, baseado na interac¢édo com o tecido hospedeiro (Figura 3).
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Figura 3 - Categorizacédo dos biomateriais 6sseos (Adaptado de Biswal et al., 2020).
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Com base na categorizacdo representada na figura 3, o grupo dos metais é bioinerte, o grupo
das ceramicas € bioinerte, bioactivo e reabsorvivel, enquanto que os polimeros sao bioinertes e
reabsorviveis (Biswal et al., 2020).

Os biomateriais esté@o divididos em trés geracBes. Na primeira geracdo tém a propriedade de
biocompatibilidade, na segunda geracéo o objetivo € a biointeratividade, e na terceira geracao

0s biomateriais sdo biorresponsivos (Chocholata et al., 2019).

3.2. Substitutos 6sseos sintéticos

Os enxertos 6sseos, segundo a sua origem, podem ser naturais ou sintéticos. Incluem-se no
grupo dos naturais os autoenxertos, os aloenxertos e os xenoenxertos (Markel, 2019). Um
autoenxerto define-se como um enxerto 6sseo colhido de um local e transplantado para outro
local anatomico no mesmo individuo, enquanto um aloenxerto se refere a um enxerto 6sseo
colhido de um individuo e transplantado para outro individuo diferente (Wang & Yeung, 2017).
Um xenoenxerto € um enxerto colhido e transplantado entre individuos de espécies diferentes
(Kowalczewski & Saul, 2018). Enxertos 0sseos naturais, como autoenxertos ou aloenxertos,
continuam a ser considerados como gold standard para tratamentos de pacientes com
cicatrizacdo Ossea lenta ou incompleta, devido as suas propriedades osteocondutoras,
osteoindutoras e osteorregenerativas.

No entanto, 0os autoenxertos e os aloenxertos possuem algumas desvantagens (Armiento et al.,
2020; Ho-Shui-Ling et al., 2018). Os autoenxertos apresentam limitagcdo de volume ésseo a ser
recolhido, riscos cirdrgicos como hemorragias, inflamacéo, infecdo e dor crénica, deformacédo
do local de recolha, reagbes de hipersensibilidade e cicatrizes. As desvantagens dos
aloenxertos sdo devidas a falta de dadores, custo elevado, risco de transmissao de agentes
infeciosos ou rejeicdo do tecido. Para contrariar estas limitagBes s@o necessarias estratégias
terapéuticas alternativas a base de biomateriais sintéticos e direccionadas a cicatrizagdo éssea
(Armiento et al., 2020; laquinta et al., 2019). Assim, 0 uso de enxertos 4sseos sintéticos como
método de Engenharia de Tecidos tornou-se uma ferramenta em consideracdo para o
tratamento de defeitos dsseos e para outras aplicacdes ortopédicas (Kowalczewski & Saul,
2018).

O substituto ésseo sintético deve mimetizar a estrutura, a mecénica e a biologia da matriz
extracelular natural do osso. Deve agir como um suporte de trés dimensdes para possibilitar a
adeséo e a proliferacao celular, orientando a formacgédo de novo tecido ésseo (Aslankoohi et al.,
2019). Assim, deve ser osteocondutor, para possibilitar a migracdo e a adesao de células a sua
superficie e, eventualmente, no seu interior, para estabelecer uma nova matriz (Weber, 2019).
Para que haja migracdo celular, remocdo de metabolitos, angiogénese e passagem de
nutrientes e oxigénio deve possuir uma adequada porosidade e interconectividade (Aslankoohi
et al.,, 2019). Deve ser osteoindutor para que seja possivel recrutar MSCs através de sinais
biomoleculares com o objetivo destas se diferenciarem em células osteoprogenitoras e

induzirem a formacao de novo tecido 6sseo (Markel, 2019). Adicionalmente, o substituto 6sseo
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sintético deve ser biodegradavel e a taxa de degradacdo deve ser compativel com a taxa de
formacao 6ssea para prevenir a formacao de grandes lacunas e instabilidade mecénica, caso a
taxa de degradacao seja mais rapida, ou para prevenir a dificuldade de infiltracdo de células e
nutrientes, caso a taxa de degradac¢do seja mais lenta (Aslankoohi et al., 2019). Deve ser de
facil utilizacé@o e de baixo custo (Markel, 2019).

Dentro dos materiais sintéticos, os materiais cerdmicos sdo 0s que possuem propriedades
materiais e mecéanicas mais idénticas a composicao mineral do osso (Kowalczewski & Saul,
2018). Possuem a vantagem de ser biocompativeis com 0 organismo e resistentes a
compressao (laquinta et al., 2019). Recentemente tém sido utilizados como compdsito com
polimetros naturais, com o objetivo de obter as propriedades benéficas de cada material
(Kowalczewski & Saul, 2018). As ceramicas destinadas a entrar em contacto com o tecido vivo
denominam-se de bhiocerdmicas e tiveram um enorme desenvolvimento nas Ultimas décadas
(Vallet-Regi & Salinas, 2019). Relativamente a sua reatividade com o organismo vivo, podem
ser classificadas como quase bioinertes, bioactivas e reabsorviveis (Vallet-Regi & Salinas,
2019). No mercado, encontram-se disponiveis nas formas de implantes porosos, implantes
densos nao-porosos e particulas granulares com poros (Wang & Yeung, 2017). Os materiais
bioceramicos mais comuns utilizados na Engenharia de Tecidos sdo a base de fosfato de
calcio, incluindo o FTC, a HA e os seus compositos (Gu et al., 2018). Estes, quando aplicados
a regeneracao 0ssea, sdo caracterizados por uma alta rigidez mecéanica, baixa elasticidade e
fragilidade, o que pode causar problemas na carga mecanica e na taxa de degradacdo
(Chocholata et al.,, 2019). A HA possui excelente bioactividade, biocompatibilidade e
osteocondutividade. Nao apresenta caracteristicas toxicas e € benéfica para a reconstrugéo
Ossea porgue estimula fatores de crescimento e MSCs endd6genas, tal como serve de guia para

o crescimento de novo osso (Chocholata et al., 2019).

3.3.Bonelike®

Santos e col. (1996) desenvolveram um substituto dsseo sintético composto por fosfato de
célcio modificado com porcdes controladas de HA, FTC na fase alfa (a) e beta (),
incorporados homogeneamente na sua matriz e uma adi¢cdo de base vitrea (Santos, Jha, &
Monteiro, 1996). Esta mistura resulta numa microestrutura com propriedades mecéanicas e
bioactividade mais aprimoradas em comparagcdo com a HA comercial (Atayde et al., 2015). Foi
patenteado pela Biosckin Molecular and Cell Therapies S.A. e esta disponivel comercialmente
como Bonelike® (Campos, Sousa, Caseiro, et al., 2018). E um material ceramico de origem
sintética que ndo apresenta qualquer risco de transmissdo de doencas infecto-contagiosas
(“Biosckin, Molecular and Cell Therapies, S.A.,” 2020).

O principal beneficio € o controlo da sua forgca compressiva e taxa de reabsorgéo,
considerando que o FTC é mecanicamente mais fraco que a HA e que a reabsor¢cdo da

ceramica aumenta com o racio FTC/HA. Apresenta melhor adesdo 6ssea, proliferacdo e
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diferenciacéo celular e é reabsorvido gradualmente num ambiente controlado, como acontece
na remodelacao 6ssea natural (Campos, Sousa, Caseiro, et al., 2018).

Acresce que, com a inclusdo do vidro é possivel incorporar ides diferentes na matriz de HA,
como magnésio, sédio e fluoreto, resultando huma composicdo quimica mais parecida com o
0sso. Durante a dissolugdo do material, a libertacdo desses ifes pode atuar como catalisador
para a formacdo dssea e precipitacdo da camada de apatite adjacente a superficie do material
(Atayde et al., 2015).

Este substituto ésseo sintético, estd indicado para ser aplicado em nao-unides, atrasos de
unido, mal unides, defeitos 6sseos, tumores e artrodeses (Campos, Sousa, Pinto, et al., 2018).
Ja ultrapassou a fase de ensaios pré-clinicos e pode ser utilizado para aplicagbes veterinarias
(Campos, Sousa, Caseiro, et al., 2018).

Para ter uma aplicacdo minimamente invasiva, o Bonelike® possui apresentacdes de granulos
esféricos, que permitem e facilitam a extrusdo através de uma seringa e uma melhor adaptacéo
ao defeito 6sseo. Os granulos poligonais e esféricos do Bonelike® apresentam propriedades
osteocondutoras, melhor osteointegracdo, osteoconduc¢éo e degradacdo devido a presenca de
poros maiores e um formato de particulas adequado que se pode adaptar ao crescimento

Osseo (Campos, Sousa, Pinto, et al., 2018).

3.3.1. Composicao

A estrutura do Bonelike® apresenta uma arquitetura tridimensional e uma composicéo
complexa que mimetiza a composi¢cao mineral natural do osso (Campos, Sousa, Pinto, et al.,
2018).

A HA sintética € considerada um biomaterial adequado para regeneracdo éssea por ser
biocompativel, osteocondutor, bioactivo, ter elevada afinidade por proteinas e fatores de
crescimento, possuir resisténcia ao desgaste e ser leve. Apesar de ser mais rigida e forte, é
mais quebradica, o que limita 0 uso da HA sintética em situagdes onde ndo h& suporte fisico
para a HA. Possui uma forma termodinamicamente mais estavel e consequentemente uma
solubilidade muito menor comparada com a HA natural e portanto, uma taxa de reabsor¢céo
mais lenta que a taxa de regeneracao é6ssea (Owen, Dard, & Larjava, 2018). Estas limitacdes
justificam o desenvolvimento de formulas para melhorar a HA, nomeadamente a combinagdo
com substancias mais sollUveis que aumentem a sua taxa de reabsor¢do (Atayde et al., 2015),
como o FTC, sintetizando uma formulacdo bifasica de fosfato de calcio (Owen et al., 2018).
Esta combinagdo permite melhor controlo da atividade biol6gica, demonstrando vantagens em
comparacdo com outros tipos de biocerdmicas de fosfato de célcio e estabilidade dos
biomateriais na promocao do crescimento 6sseo (Gu et al., 2018). A incorporacdo de HA de
reabsorcdo lenta com FTC de reabsorgcédo rapida promove uma matriz osteocondutora que
possui espaco para o novo tecido 6sseo com uma taxa de reabsor¢cdo que varia com a taxa de
reabsorcdo do FTC. Quando se utiliza um maior conteddo de HA, a taxa de degradacdo é

menor e a seguranca da manutencdo do volume é maior, enquanto o FTC é gradualmente
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reabsorvido e substituido por formacdo de novo tecido Gsseo (Pripatnanont, Praserttham,
Suttapreyasri, Leepong, & Monmaturapoj, 2016).

Os substitutos 6sseos sintéticos a base de FTC sdo compostos por 39% célcio e 20% de
fosforo. Existem duas fases de FTC, 0 a-FTC e a B-FTC (Rey et al., 2017). O a-FTC é menos
denso, mais fragil e requer uma temperatura de formagéo mais alta, enquanto que o B-FTC é o
mais popular e necessita de uma temperatura de formagdo menor. Acresce que possui
caracteristicas estruturais e propriedades mecanicas e biolégicas mais favoraveis,
nomeadamente osteoconducdo, osteointegracdo, osteoinducdo e promovendo o
desenvolvimento de tecido vascular (Ribas et al., 2019).

O Bonelike® é um material trifasico composto por HA, a- e B-FTC que compreende as
propriedades fisico-quimicas de cada composto. A sua produgdo garante uma distribuicdo
homogénea das fases FTC na malha de HA, o que permite um controlo da reabsorcdo e
substituicdo 6ssea, dependendo da proporgcédo dos componentes (“Biosckin, Molecular and Cell
Therapies, S.A.,” 2020).

3.3.2. Estrutura e propriedades

As propriedades Osseas naturais sao utilizadas como modelo no desenvolvimento de
substitutos ésseos ideiais, especialmente no que se refere as propriedades osteocondutoras,
osteogénicas e osteoindutoras (Campos, Sousa, Caseiro, et al., 2018).

Embora apresente uma resisténcia mecéanica a flexdo duas vezes superior a fase pura de HA,
o Bonelike® ndo deve ser utilizado para exercer a funcdo de suporte de carga. A presenca de
a- e B-FTC proporciona uma melhor estabilizagdo mecénica inicial do defeito ésseo e a medida
que o biomaterial é dissolvido, inicia-se o processo de formacdo de cristais biolégicos no
interior dos microporos, 0 que aumenta a resisténcia mecanica devido a substituicdo por novo
tecido 0sseo (“Biosckin, Molecular and Cell Therapies, S.A.,” 2020).

Tem como vantagem a possibilidade de ser produzido a medida, com diferentes quantidades
de HA ou FTC, dependendo da sinterizacéo, temperatura, quantidade de vidro e composicdo
utilizada (Atayde et al., 2015).

3.3.3. Porosidade

A porosidade permite a ligacéo celular, o que facilita a regeneracdo do tecido, o crescimento, a
proliferacéo e a diferenciagédo celular, tal como a difuséo de residuos e produtos da degradacao
do substituto 6sseo. O tamanho dos poros deve ser suficientemente grande para permitir a
migracao celular e suficientemente pequeno para que possa existir ligagdo das células ao

substituto 6sseo (Chocholata et al., 2019).
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Existem varios métodos para produzir poros com diferentes didmetros, sendo que o método
selecionado tem uma grande influéncia na estrutura porosa e no desempenho final do
biomaterial 6sseo (Gao, Peng, Feng, & Shuai, 2017).

A optimizagdo da arquitetura dos biomateriais inclui a optimizacdo da micro- e
macroporosidade, tamanho e interconetividade dos poros para replicar a porosidade do 0sso
esponjoso ou cortical natural (Ho-Shui-Ling et al., 2018).

O Bonelike® possui uma microporosidade que melhora a adeséao celular. Possui também uma
macroporosidade que permite o crescimento 0sseo e a vascularizagdo, imprescindivel para o
aumento da taxa de formacdo de novo 0sso. Atua como uma ponte estrutural para a
regeneracdo do 0sso enquanto que as células crescem no interior dos canais porosos. E
necessario um didmetro dos poros igual ou superior a 100 um para que ocorram crescimento
de capilares e interacdes entre as células osteoprecursoras e 0 biomaterial, fundamental para o
crescimento e reorganizagéo celular dentro da esfera. A microporosidade, macroporosidade e o
grau de interconectividade das esferas de Bonelike® afetam diretamente a difusdo dos gases e
nutrientes presentes nos fluidos fisiolégicos, bem como a remocdo de residuos metabdlicos
(“Biosckin, Molecular and Cell Therapies, S.A.,” 2020)

4. Células estaminais

As células estaminais podem servir como reservatorio de novas células que produzem,
mantém, reparam ou regeneram tecidos (Laplane & Solary, 2019). Desempenham um papel
essencial na homeostase, reparacdo e regeneracdo de tecidos devido a sua capacidade de
proliferar, auto-renovar e diferenciar em diferentes linhagens celulares. Residem em
microambientes especializados que condicionam as suas performances de desenvolvimento e
mantém as suas principais potencialidades (Monterubbianesi et al., 2019).

As células estaminais podem ser classificadas tendo em conta o seu potencial para se
diferenciarem e a sua origem, como representado na figura 4 (Oliva, Florentino, Bardag-Gorce,
& Niihara, 2019).
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Figura 4 - Classificacdo das células estaminais (Adaptado de Hussein et al., 2020).

As células estaminais totipotentes tém a capacidade méaxima de diferenciacdo e originam
estruturas embrionarias e extra-embrionarias. As células estaminais pluripotentes tém a
capacidade de originar estruturas embrionarias, como as trés camadas germinativas, mas nao
tém a capacidade de originar estruturas extra-embrionarias. As células estaminais
multipotentes podem-se diferenciar em linhagens celulares especificas, enquanto as células
estaminais oligopotentes tém a capacidade de se diferenciarem numa Unica linhagem
especifica. Por fim, as células unipotentes possuem a capacidade de diferenciacdo num tipo
especifico de célula e de divisédo repetida (Hussein et al., 2020; Zakrzewski, Dobrzynski,
Szymonowicz, & Rybak, 2019).

As células estaminais embrionérias estdo presentes no desenvolvimento do embrido e séo
conhecidas pelo seu potencial de diferenciacdo toti- e pluripontente. Contudo possuem uma
série de inconvenientes no ambito da terapia celular, como a obtencdo complicada, potencial
oncogénico e as limitagdes morais e legislativas para o seu uso. As células estaminais extra-
embriondrias estao localizadas nos anexos extra-embrionarios, como o amnio, a placenta e o
cordao umbilical e sdo fontes néo invasivas de varios tipos de células estaminais com potencial
de diferenciagdo multipotente e imunogenicidade nula, com a vantagem de potencial uso
alogénico. As células estaminais adultas sdo células que estdo presentes em varios tecidos no
individuo adulto e podem ser hematopoiéticas, neurais, cardiacas, hepaticas, pancreaticas,
limbicas, da crista neural, mesenquimatosas, entre outras (Jiménez & Guerrero, 2017). Com
tecnologia recente, como técnicas transgénicas, € possivel originar células estaminais
pluripotentes a partir de células de tecido adulto, conhecidas como células estaminais
pluripotentes induzidas (Willerth & Sakiyama-Elbert, 2019).
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O uso de células estaminais como terapia celular € baseado na ideia de que células estaminais
administradas num local de lesdo se podem diferenciar em células especificas do ambiente
local, apoiando a regeneracgéo do tecido danificado (Monterubbianesi et al., 2019).

O desenvolvimento de enxertos visa promover a viabilidade e diferenciagdo de células
estaminais implementadas no seu interior, dependendo de propriedades intrinsecas do
biomaterial e também da incorporacdo de substancias especificas, quimicas e fisicas, no
biomaterial (Willerth & Sakiyama-Elbert, 2019).

4.1.Células estaminais mesenquimatosas

As MSCs s@o alternativas promissoras as células estaminais embrionarias, na Medicina
Regenerativa e terapia clinica (Feng et al., 2020). Sdo células estaminais multipotentes com
potencial para se diferenciarem em diferentes linhagens mesodérmicas, como adipdcitos,
condradcitos, osteoblastos, hepatdcitos, mioblastos, células endoteliais e células de musculo liso
(Monterubbianesi et al., 2019; Oliva, 2019).

Existem trés requisitos minimos, segundo a Sociedade Internacional de Terapia Celular, na
definicdo de células como MSCs: devem possuir aderéncia ao plastico em condi¢cBes normais
de cultura; devem expressar marcadores de superficie como CD73, CD90 e CD105 e nao
expressar marcadores especificos como CD11b, CD14, CD19, CD79a, CD45, CD34 e HLA
classe Il; devem ser capazes de se diferenciar em osteoblastos, condrdcitos e adipdcitos in
vitro (Dias et al., 2019; Regmi, Pathak, Kim, Yong, & Jeong, 2019). Podem ser isoladas da
gengiva, polpa dentaria, tecido periodontal, corddo umbilical, liguido amnidtico, geleia de
Wharton, tecido adiposo, medula éssea, musculo esquelético e tecido hepatico (Missoum,
2020).

As MSCs sdo capazes de migrar e residir em tecidos distantes, contribuir para a
imunomodulacé@o, diminuir a inflamagdo e estimular a angiogénese. Possuem ainda
propriedades antioxidantes (Gugjoo et al., 2019). A combinacdo do potencial de diferenciacao
com a facilidade de isolamento, manipulacdo e expansdo in vitro, favorece o sucesso nos
ensaios clinicos (Monterubbianesi et al., 2019). Possuem propriedades imunorreguladoras que
resultam da expansdo de linfécitos T para um fenétipo regulado e alteracdo do fenétipo de
macrofagos para anti-inflamatorio e imunossupressor. Tém ainda a capacidade de inibir células
apresentadoras de antigénios, inibir a maturacdo de células dendriticas e suprimir a fungdo de
células Natural Killer, linfécitos B e linfécitos T-memdria. Desta forma, € menor a probabilidade
das MSCs serem rejeitadas pelo sistema imunologico do paciente recetor (Missoum, 2020).

As células estaminais mesenquimatosas da medula 6ssea (BM-MSCs; do Inglés Bone Marrow
Mesenchymal Stem Cells) sdo muito utilizadas na Engenharia de Tecidos devido a sua
capacidade de proliferacéo, elevado poder de diferenciacdo e boa capacidade osteogénica.
Mas possuem as desvantagens de serem dificeis de adquirir, levando a maior trauma e outras
complicagcBes, o que dificulta a obtencdo de resultados nas aplicacBes clinicas (Gu et al.,

2018). As hDPSCs permitem contornar estas desvantagens uma vez que sdo mais faceis de
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obter, com um processo de recuperacao do trauma mais curto e menos dispendioso (Gu et al.,
2018).

O tipo de células estaminais e os compostos utilizados na sua diferenciagdo sao fatores
importantes e para além disso, a Engenharia de Tecidos requer o desenvolvimento de enxertos
para o transplante. Diferentes biomateriais foram desenvolvidos e as suas propriedades
qguimicas e fisicas devem ser levadas em consideracdo tendo em conta o tipo de 6rgéo, as
propriedades de suporte e rigidez, bem como a diferenciagdo das células estaminais (Oliva et
al., 2019).

O uso de biomateriais osteocondutivos com MSCs permite a sinergia das propriedades do
biomaterial com a capacidade proliferativa e diferenciacdo das células (Campos, Sousa,
Caseiro, et al., 2018).

4.2.Células estaminais mesenquimatosas da polpa dentaria humana

A polpa dentaria estd localizada no epicentro do dente, envolvida por dentina e possui
componentes celulares como fibroblastos, precursores de odontoblastos, células endoteliais,
neurénios, hDPSCs e células imunolégicas, que fornecem nutricAo e controlam reacdes
bioldgicas (Gopinath, Soumya, & Jayakumar, 2019; Okamoto et al., 2020).

As hDPSCs apresentam uma morfologia semelhante a fibroblastos e representam uma
populacdo altamente heterogénea com elevada capacidade de proliferacéo, de diferenciacdo e
de imunossupresséo (Martellucci et al., 2019; Moonesi Rad et al., 2019).

O ndcleo polposo de dentes deciduos, pré-molares e molares saudaveis extraidos em
tratamentos ortodonticos sdo boas fontes de células mesenquimatosas da polpa dentaria
humana e adequadas para utilizacdo em Engenharia de Tecidos (Gu et al., 2018; Hussein et
al., 2020).

Expressam marcadores especificos para MSCs, como CD29, CD44, CD90, CD73, CD105,
CD106, CD146 e STRO-1, e ndo expressam marcadores hematopoiéticos, como CD14, CD19,
CD34, CD40, CD45, CD80 e CD86. Sao capazes de diferenciacdo in vitro (Martellucci et al.,
2019; Moonesi Rad et al, 2019). Podem-se diferenciar em linhagens celulares como
odontogénicas, osteogénicas, condrogénicas, adipogénicas, vasculares, heurogénicas,
endoteliais, epiteliais, pancreaticas, miofibroblasticas e hepatdcitos (Shi, Mao, & Liu, 2020).
S&8o candidatas para a terapia celular regenerativa pela conveniéncia da recolha a partir de
dentes sem a preocupacdo ética, pela atividade imunossupressora e pela possibilidade de
criopreservacdo sem afetar as suas propriedades de diferenciagcdo. Podem também ser
recolhidas de um paciente, armazenadas e posteriormente ser transplantadas como enxerto
autélogo (Monterubbianesi et al., 2019). Tém potencial para ser utilizadas como apoio em
reconstru¢des ortopédicas e preenchimento 6sseo da cavidade oral e fora da cavidade oral
(Zakrzewski et al., 2019). Possuem elevada interatividade com biomateriais utilizados em

Engenharia de Tecidos (Missoum, 2020), ndo esquecendo que o ambiente onde sdo inseridas
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tem um papel fundamental, ndo s6 no suporte da sobrevivéncia celular, mas também porque
fornece condiges ideais para a sintese de matriz (Bu et al., 2020).

A quantidade de células estaminais existentes na polpa dentaria e o seu potencial de
regeneracdo dependem da idade do individuo. As células de individuos mais jovens ou tecidos
imaturos tém maior potencial de proliferacdo e exibem diferentes capacidades de
diferenciacdo, quando comparadas com individuos adultos ou tecidos totalmente
desenvolvidos. Contudo, apresentam menor capacidade de mineralizagdo (Caseiro et al.,
2017).

5. Aplicagdes clinicas em Veterinaria

A Engenharia de Tecidos é uma abordagem promissora atual para a regeneracao 6ssea e 0
seu sucesso depende de enxertos tridimensionais, que devem hospedar e orientar a formacao
Ossea através de percursores de células 6sseas (Borciani et al., 2020).

Com o aumento do numero de animais de companhia, as fraturas em cées, gatos e cavalos de
desporto, derivadas maioritariamente de traumas como atropelamentos, quedas altas e
competicdes, respetivamente, constituem um problema frequente (Ali, 2013). Os distirbios
musculo-esqueléticos representam grande parte dos casos clinicos na pratica veterinaria, pelo
gque as terapias regenerativas na ortopedia recebem particular atencdo. O foco actualmente
sdo as MSCs e o seu potencial na Medicina Regenerativa, que ja € utilizado, por exemplo, para
terapias em tendinopatias equinas ou para a degeneracgdo da cartilagem em cées (Brehm et al.,
2012). Desde os primoérdios do estudo das células estaminais, tém sido desenvolvidas novas e
melhoradas técnicas de extracéo, cultura e expansdo de MSCs, permitindo que estas células,
mesmo derivadas de varios tecidos, sejam actualmente capazes de se diferenciar em
ostedcitos (Han et al., 2019). As MSCs tém sido amplamente propostas como fonte viavel e
facil de células progenitoras de osteoblastos durante a formacdo de osso com a utilizacdo de
engenharia de implantes (Perez et al., 2018). Para uma abordagem clinica baseada em terapia
celular o foco é colocado na triade da Engenharia de Tecidos (células estaminais, moléculas
bioactivas e enxertos) para caracterizar as células estaminais mesenquimatosas da polpa
dentéria (DPSCs; do Inglés Dental Pulp Stem Cells) (Tsutsui, 2020).

A odontologia estd na vanguarda da investigacdo no que diz respeito a terapia regenerativa,
uma vez que € na regido craniofacial que estas terapias clinicas foram primeiro aplicadas. Os
biomateriais, tradicionalmente, séo testados na zona craniofacial e em dentes antes de serem
utilizados noutras partes do corpo, devido ao facil acesso e por serem relativamente mais
pequenos e possuirem menos suporte de carga (Yamada, Nakamura-Yamada, Konoki, &
Baba, 2020). As DPSCs tém tido um grande avanco na Engenharia de Tecidos e na Medicina
Regenerativa. S&o utilizadas ndo s6 para regeneracdo odontolégica como também para
extensas aplicagdes extra-orais (Shi et al., 2020).
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As DPSCs séo fontes acessiveis de células estaminais derivadas da crista neural com
capacidade de se diferenciarem em mlultiplas linhagens (Coates, Alansary, Friedlander,
Zanicotti, & Duncan, 2019). Recentemente, Monterubbianesi e col. (2019) compararam o
potencial de diferenciacdo, in vitro, de hDPSCs, com duas populacdes de fibroblastos
humanos, provenientes da gengiva e do prepucio. Observaram que as hDPSCs formaram um
plexo denso de mineralizacdo, destacando-se assim da formacdo de aglomerados pouco
mineralizados por parte dos fibroblastos do preplcio e da ndo formacdo de mineralizagdo dos
fibroblastos gengivais. Observaram igualmente que, quando cultivados num meio adipogénico,
os dois tipos de fibroblastos tém a capacidade de formar gotas lipidicas enquanto as células da
polpa dentaria ndo possuem essa capacidade. Relativamente ao padrdo de expressdo de
marcadores, foi sugerido que os fibroblastos s&o incapazes de diferenciacdo osteogénica.
Sugeriram assim que os fibroblastos sdo mais propensos a diferenciagdo adipogénica
enquanto as células da polpa dentaria possuem um maior potencial osteogénico sendo a
populagéo celular mais apropriada para fins regenerativos que envolvam tecidos 0sseos e
dentérios (Monterubbianesi et al., 2019).

Luke e col. (2020) realizaram um estudo com o objetivo de isolar células estaminais a partir de
hDPSCs, in vitro, e estudar a sua proliferacdo e diferenciacdo em linhagens neurogénicas,
osteogénicas e adipogénicas. Verificaram que as hDPSCs se diferenciam em células
osteogénicas quando cultivadas em meio especifico, in vitro, e identificaram a presenca de
ostedcitos e depdsitos de célcio e fosfato. Sugeriram que as células estaminais cultivadas in
vitro a partir da polpa dentaria possuem alta capacidade proliferativa e capacidade de se
diferenciar em células neurais, adipdcitos e osteécitos, fornecendo uma nova abordagem de
terapias celulares em doencgas neurodegenerativas e na regeneracéo 0ssea (Luke et al., 2020).
Foram realizados varios estudos com o intuito de avaliar a agdo das MSCs na regeneragéo de
tecidos e os resultados foram promissores e indicativos da eficacia destas células (Han et al.,
2019). Soares e col. (2018) elaboraram um estudo com o objetivo de avaliar o efeito
inflamatorio e a capacidade de formacao 6ssea de uma esponja de colagénio com hDPSCs e
Aloe vera, implementada em falhas cirdrgicas estéreis de ratos. Sugerem as hDPSCs, num
ambiente biolégico favoravel, tém a capacidade de proliferar e se diferenciar em osteoblastos,
resultando num menor tempo de cura do defeito 6sseo (Soares et al., 2019).

As MSCs de origem dentaria possuem um fendtipo, in vitro, semelhante as BM-MSCs,
aumentando o seu interesse como fonte de MSCs alternativa para aplicagbes em Medicina
Regenerativa (Ayoub, Berbéri, & Fayyad-kazan, 2020). De facto, um ensaio pré-clinico
(Timothy et al.,, 2019) demonstrou que as hDPSCs expressavam uma capacidade de
proliferacdo superior as BM-MSCs. Lee e col. (2019) realizaram um estudo que consistiu,
primeiro na comparacéo de BM-MSCs com DPSCs e, em seguida, na avaliagédo da combinagéo
de cada uma destas com enxertos 6sseos como promotores de melhorias na regeneracéo
0ssea, em defeitos 6sseos de calvarios de coelhos. Os resultados, in vitro, mostraram que as
BM-MSCs possuem um potencial de diferenciacdo osteogénica superior. Ainda assim, as

DPSCs possuem morfologia, capacidade proliferativa, expressdo de marcadores de superficie,
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diferenciacéo e, in vivo, capacidade regenerativa semelhante as BMCs. A comparacao revelou
também que as DPSCs conseguem sobreviver mais tempo in vitro, exibem uma taxa de
crescimento maior e produzem matriz extracelular com menor atividade imunossupressora.
Relativamente a utilizacdo conjunta do enxerto 6sseo com os dois tipos de células, os
resultados demonstraram que as caracteristicas osteoindutoras do enxerto foram promovidas
tanto pela adicio de BM-MSCs como de DPSCs, revelando capacidades similares de
regeneracao para reparar os defeitos 6sseos craniofaciais. Sugeriram que as BM-MSCs e as
DPSCs fornecem igualmente um bom suporte na promocao da regeneracdo 0ssea de defeitos
em 0ssos calvarios, sendo indicativo de que as DPSCs podem ser uma excelente fonte de
MSCs para regeneragdo de defeitos craniofaciais (Lee, Chan, Hsieh, Lew, & Feng, 2019).

A capacidade de formacao 0ssea das hDPSCs tem vindo a ser estudada em modelos animais
e tanto os enxertos como os fatores de crescimento suplementares parecem ser pré-requisitos
necessarios para que estas células participem na regeneracdo 6ssea (Bartold, Gronthos,
Haynes, & Ivanovski, 2019). A maioria dos estudos realizados na area da Engenharia de
Tecidos, em defeitos 6sseos de modelos animais, sdo dirigidos a aplicagdo em humanos.
Ainda assim existem estudos que suportam a aplicabilidade das MSCs como terapia de
Engenharia de Tecidos na Medicina Veterindria (Nantavisai, Egusa, Osathanon, &
Sawangmake, 2019). H& evidéncias da viabilidade da utilizagdo de MSCs para aumentar a
reparacdo de defeitos 6sseos em animais de laboratério, cées, ovelhas e cabras (Gade et al.,
2012). Em cées, foram abordados com sucesso defeitos 6sseos criticos quando se recorreu a
utilizacdo de MSCs em combina¢do com substitutos 6sseos de HA melhorada e FTC ou
plasma rico em plagquetas (Brehm et al., 2012).

O valor terapéutico das MSCs na Engenharia de Tecidos e na Medicina Regenerativa &
atribuido, também, a vias paracrinas desencadeadas por fatores secretados nos meios de
cultura. Estes fatores secretados tém o nome de secretoma (Rhatomy, Sumarwoto, Prijosedjati,
Romaniyanto, & Prasetyo, 2020). Castellanos e col. (2020) desenvolveram um estudo com o
objetivo de avaliar a eficacia do meio condicionado das MSCs na regeneracdo 6ssea em
modelos animais e modelos humanos. Relataram que, nos modelos animais, 0 meio
condicionado das MSCs aumentou significativamente a regeneracdo de defeitos Osseos
comparativamente aos grupos de controlo. No que diz respeito aos modelos humanos, foi
descrito que ocorreu mineralizacdo precoce em 0ssos regenerados e ndo ocorreu reabsor¢cao
0ssea, inflamacgédo nem alteracdes locais ou sistémicas. Desta forma, os autores sugeriram que
a aplicagdo do meio condicionado das MSCs em defeitos 6sseos tem um efeito positivo e
favoravel, principalmente em modelos animais (Benavides-Castellanos, Garzén-Orjuela, &
Linero, 2020).

A identificacdo de fontes alternativas de MSCs é altamente benéfica para o desenvolvimento
de futuras terapias celulares (Feng et al., 2020). Por exemplo, o tecido adiposo é rico em MSCs
e, por tanto, tem também grande potencial para a Engenharia de Tecidos, uma vez que se
pode diferenciar em varias linhagens, como osteoblastos, condrdcitos, fibroblastos e adipdcitos.

Pode ser colhida facilmente uma quantidade considerdvel de células com abordagens
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minimamente invasivas (Toosi et al., 2018). Num outro exemplo de alternativa as hDPSCs, Tan
e col. (2017) compararam a capacidade de crescimento, de proliferacdo e diferenciacdo
osteogénica e odontogénica de DPSCs com células estaminais da papila apical, in vitro,
concluindo que ambas possuem caracteristicas de MSCs, tal como capacidade de se
diferenciar em células tipo odontoblastos. Assim, ambas sdo uma fonte de células estaminais
acessiveis para Engenharia de Tecidos (Tan, Guo, Liu, Xu, & Dai, 2017).

Gopinath e col. (2019) sugerem que tanto o método de isolamento como as condi¢cfes de
cultura afetam a capacidade de diferenciagdo das células isoladas (Gopinath et al., 2019). A
qualidade e quantidade destas células sdo também fatores importantes para a obtencdo de
resultados positivos na regeneracao tecidular (Okajcekova et al., 2020). A quantidade ideal de
células necessarias para a utilizagdo em Engenharia de Tecidos continua a ser um desafio,
uma vez que a maioria das fontes de células estaminais disponiveis produz menos células que
o pretendido. Ao realizar passagens extensas para obter um nimero de células suficientes
pode levar a alteracdes epigenéticas e alterar o destino das células transplantadas no
hospedeiro. Assim € necessario que os protocolos de expansédo celular sejam revistos de modo
a definir a fase em que as células devem ser transplantadas bem como o namero ideal de
células a utilizar (Ercal & Pekozer, 2020). Varios estudos demonstram que as células
apresentam mais semelhangcas ao seu fenoétipo in vivo quando sédo cultivadas em meios e
enxertos semelhantes aos seus nichos fisioldgicos. Assim as MSCs sao direcionadas a
diferenciar-se numa linhagem osteogénica quando cultivadas num substrato com
caracteristicas de osso (Abdeen & Saha, 2017). Trivedi e col. (2019) realizaram um estudo com
0 objetivo de isolar e cultivar DPSCs e investigar a sua capacidade de proliferacdo e
diferenciac@o osteogénica quando utilizadas em conjunto com um enxerto 6sseo sintético de
hidroxiapatite-colagénio, comercialmente  disponivel. Os resultados  mostraram
biocompatibilidade das células no enxerto de hidroxipatite-colagénio, sendo que as células
aderiram totalmente a superficie do enxerto e observou-se ligacdo celular. Observaram que a
capacidade de diferenciagdo osteogénica das DPCSs € superior com 0 aumento da
concentracdo do enxerto, sugerindo que o enxerto de hidroxipatite-colagénio promove um
microambiente propicio a diferenciacdo osteogénica das DPSCs (Trivedi et al., 2019). As
hDPSCs, quando cultivadas em veiculos cerédmicos, como a HA ou FTC, sdo capazes de
formar tecido 6sseo (Hussein et al., 2020).

A nova area relativa a Engenharia de Tecidos com biomateriais s6 pode ser adequadamente
estudada em organismos vivos, dependendo assim do uso de animais para ensaios pré-
clinicos (Liebschner, 2004). Para avaliar as caracteristicas dos biomateriais sdo necessarios
testes rigorosos, tanto in vitro como in vivo. Antes de serem aplicados em situagées clinicas em
humanos, sdo testados em animais. A selecdo do modelo animal é efectuada com base na
analogia com humanos, no conhecimento das suas propriedades biolégicas, no custo de
aquisicdo e manutencdo dos animais, na disponibilidade, na facilidade de maneio, nas
implicacGes éticas, no bem estar animal e nas consequéncias ecoldgicas (Pinto et al., 2016).

Nos ultimos anos verificou-se uma melhoria nos modelos pré-clinicos de animais de companhia
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e de interesse pecuario, no que diz respeito a perda e regeneracdo O0ssea, devido a rapida

z

expansdo da Engenharia de Tecidos. No futuro é essencial a padronizacdo de todos os
procedimentos, desde da escolha da espécie animal, até a pratica cirlrgica, para garantir
reprodutibilidade e comparabilidade dos resultados (Mcgovern, Griffin, & Hutmacher, 2018)
Atayde e col. (2015) compararam as propriedades fisico-quimicas e o desempenho, in vivo em
fémures de ovelhas, de diferentes apresentacdes de granulos esféricos de Bonelike®, 500-100
pm e 250-500 um. Concluiram que ambos os granulos apresentam propriedades
osteocondutivas e varias vantagens, como a facil aplicacdo medica através de seringa e uma
melhor osteointegracdo, osteoconducdo e degradacdo devido a presenca de poros maiores,
microestruturas e macroestruturas controladas e particulas de formato adequado que se
adaptam ao crescimento dsseo. O Bonelike® de 500-100 pm mostra uma invasado da estrutura
do material por novo tecido 6sseo melhorada enquanto o Bonelike® de 250-500 um aparenta
induzir uma regeneracdo 0ssea mais rapida apresentando menos areas por preencher e
menos lacunas na analise histolégica (Atayde et al., 2015).

Recentemente, Campos e col. (2018) realizaram um estudo onde relataram 14 casos clinicos
de defeitos ésseos apendiculares, mandibulares e maxilares nos quais a abordagem clinica
incluiu a utilizacdo de Bonelike® como substituto ésseo. Os resultados demonstraram que é um
biomaterial adequado para aplicagbes em cirurgia ortopédica e oral, tanto em Medicina
Humana como em Medicina Veterinaria. Observaram um aumento da cicatrizacdo 0ssea,
aumento da estabilidade 6ssea e recuperacao funcional total, promovendo recuperacdes
aceleradas, diminuicdo de periodos poOs-operatorios e diminuicdo da dor, o que resulta na
melhoria da qualidade de vida do animal. Desta forma, os resultados sugeriram o Bonelike®
como alternativa a utilizacdo de enxertos 6sseos naturais, em animais de companhia (Campos,
Sousa, Pinto, et al., 2018).

Em casos de defeitos 6sseos, manter a células estaminais na area do defeito é critico para
uma terapia de sucesso, especialmente em defeitos 6sseos criticos. Sendo assim necessario
um enxerto 0sseo sintético, estavel e com propriedades osteocondutoras, que crie um
ambiente viavel para o desenvolvimento osteogénico das células estaminais, direcionando-as
para a formacgédo de novo tecido ésseo (Ercal & Pekozer, 2020).

Campos e col. (2018) realizaram adicionalmente a monitorizacdo e avaliacdo da regeneracéo e
remodelacéo Gssea utilizando Bonelike® conjuntamente com hDPSCs em defeitos 6sseos nédo
criticos, em modelos ovinos. Os resultados demonstraram que os defeitos 6sseos preenchidos
com Bonelike® e hDPSCs tiveram uma formacdo de novo 0sso superior aos defeitos
preenchidos somente com Bonelike® ou sem preenchimento de células ou biomaterial. Foi
possivel observar a rapida formacdo de preenchimento nos defeitos que possuiam o
biomaterial, sendo que as caracteristicas observadas neste estudo confirmam os resultados
obtidos por Atayde e col. Os defeitos tratados com Bonelike® apresentaram uma maturacao
O0ssea mais rapida que os defeitos de controlo, com formacgédo de osso lamelar e surgimento de
sistemas de Harvers. Este resultado decorre das caracteristicas do biomaterial que favorecem

a osteopromocao, facilitam a adesdo de hDPSCs e a absor¢do de proteinas, melhorando
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consequentemente a osteoconducédo. Promovem também a osteodiferenciacdo e a formacgéo
de tecido mineralizado denso pelas células estaminais, devido as semelhancas com o tecido
Osseo. Os resultados devem-se adicionalmente ao facto das hDPSCs possuirem um grande
potencial para osteodiferenciacéo e produzirem localmente fatores de crescimento, citoquinas e
outras moléculas que promovem a regeneracéo, a inflamacéo e fazem o recrutamento de outro
tipo de células. A adicdo de hDPSCs resultou num crescimento de osso maior, numa formacao
de pontes entre o defeito mais rapida e numa angiogénese melhorada. Os autores concluiram
ainda que a associacdo dos dois componentes € uma terapia promissora e confiavel para
regeneracao 6ssea (Campos, Sousa, Caseiro, et al., 2018).

As hDPSCs podem ser associadas a varios biomateriais e promovem a deposicdo mineral,
tanto in vitro com in vivo. Podem ser utilizadas para a reconstru¢éo de defeitos ésseos, em
situacdes experimentais ou clinicas (Safari, Mahdian, & Motamedian, 2018). Tém potencial
para serem implementadas ndo s6 na Medicina Humana como também na Medicina
Veterinaria e em estratégias regenerativas para outros tecidos e 6rgdos (Coates et al., 2019).
Apesar do potencial terapéutico das MSCs ser grande, o seu uso clinico requer investigacao
adicional e uma padronizacéo de protocolos de utilizacdo para terapias. Requer igualmente
regulamentos para o uso controlado em animais de companhia, visando o bem estar animal,
sendo para isso fundamental a presenca de médicos veterinarios nas equipas de investigacao
(Gade et al., 2012).

E perspectivada como importante a avaliacdo, no futuro, da dinAmica entre as hDPSCs, uma
boa fonte de células estaminais, e Bonelike®, um substituo 6sseo sintético com propriedades
melhoradas comparativamente com HA comercial usada isoladamente. Sera igualmente
importante a sua aplicagdo clinica no tratamento de fraturas ndo criticas com o objetivo de
melhorar a regeneracdo Ossea, considerando a evidéncia de que o Bonelike® ajuda a
preencher o defeito ésseo e que as hDPSCs aceleram a regeneracgdo 6ssea. Tendo em conta
gue sdo necessarios modelos animais para ensaios pré-clinicos e a necessidade de apresentar
alternativas na recuperacdo de fraturas ndo s6 em humanos, como também em animais de

companhia, é esperado um desenvolvimento desta area na medicina veterinaria.

6. Conclusodes

A formacgéo e regeneracdo Ossea S80 processos compostos por uma complexa regulacdo
celular. Ao estudar esses processos, novas oportunidades clinicas poderéo ser utilizadas em
terapias regenerativas. Estudos realizados anteriormente demonstram a capacidade das
hDPSCs na diferenciacdo em varias linhagens celulares e de auxilio na formagdo e
regeneracdo Ossea, tornando-as uma fonte de células com particular interesse para a
Engenharia de Tecidos e Medicina Regenerativa. Devido ao aumento de doencas 0sseas,
tanto crénicas como agudas em humanos e em animais de companhia, sdo necessarias novas
solucdes para auxiliar a regeneragdo 6ssea em diversas situacdes clinicas. O Bonelike® é um

biomaterial sintético promissor no uso destas terapias celulares. Sdo necessarios estudos e
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ensaios clinicos adicionais que envolvam a combinacdo de Bonelike® e MSCs enguanto

alternativa promissora aos autoenxertos na regeneracao 0ssea.
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