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Resumo

A Medicina Regenerativa ja estuda o potencial terapéutico das células estaminais
mesenquimais, também denominadas de células estromais mesenquimais multipotentes,
ha longos anos.

Estas células nao apresentam tantas contraindicagdes devido a sua nao
pluripoténcia e capacidade teratogénica como as células estaminais embrionarias
podendo ser isoladas a partir de varios tecidos diferenciados.

As células estaminais mesenquimais proliferam e diferenciam-se em osteoblastos,
condrécitos e adipocitos in vitro, ex vivo e in vivo apds transplante. Além de se
diferenciarem em células de origem da mesoderme, podem também originar células da
linhagem endodérmica e ectodérmica, através de transdiferenciacao.

Existem varios locais de recolha das células estaminais mesenquimais, intra e
extraorais, sendo que dentro das fontes disponiveis, as mais utilizadas atualmente sao a
medula dssea ¢ o tecido adiposo.

E possivel estimular a diferenciagio osteoblastica destas células através da adigdo
de agentes especificos ao meio, entre eles a dexametasona, o acido ascorbico, o beta-
glicerofosfato ou soro fetal animal, entre outros.

O isolamento e a cultura facil destas células, o alto indice de expansdo ex vivo e
0s potenciais mecanismos terapéuticos das c€lulas estaminais mesenquimais, contribuem
para a sua crescente exploragdo e utilizagao.

O tecido 6sseo apresenta um certo grau de autorreparagdo, no entanto, essa
capacidade ¢ limitada quando ¢ excedido um valor critico. Desta forma a regeneragao
Ossea esta indicada na reabilitacdo de defeitos Osseos, que podem ser originados por
lesdes tumorais, traumatismos Osseos, malformagdes congénitas e exodontias
traumaticas.

Esta revisdo bibliogréfica incide na abordagem das propriedades, fungdes, fontes
e formas de aplicagcdo das células estaminais mesenquimais, baseada na literatura mais
recente, bem como a descricdo das técnicas utilizadas para reconstrucdo Ossea em

medicina dentaria.

Palavras-chave: Cé¢lulas Estaminais Mesenquimais, Regeneragdo Ossea,

Diferencia¢io Osteoblastica, Aumento de Volume Osseo
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Abstract

Regenerative Medicina has been studying the therapeutic potential of
Mesenchymal stem cells, also called multipotente Mesenchymal stromal cells, for many
years.

These cells don’t pose as many obstacles due to non-pluripotence and teratogenic
capacity as embryonic stem cells and can be isolated from various differentiated tissues.

Mesenchymal stem cells proliferate and differentiate into osteoblasts,
chondrocytes and adipocytes in vitro, ex vivo and in vivo adter transplantation. In addition
to differentiating into cells of mesoderm origin, they can also give rise to cells of
endodermal and ectodermal lineages, through transdifferentiation.

There are several sites for collecting Mesenchymal stem cells, intra and
extraorally, and among the available sources, the most used nowadays are bone marrow
and adipose tissue.

It is possible to stimulate the osteoblastic differentiation MSCs by adding specific
agentes to the médium, among them dexamethasone, ascorbic acid, beta-
glycerophosphate or fetal animal sérum, among other.

The ease in isolating and culturing of these cells, the high reate of ex vivo
expansion and the potential therapeutic mechanisms of Mesenchymal stem cells,
contribute to their increase and ensuing exploitation.

Bone tissue exhibits a certain degree of self-repair, however, it is limited when a
critical value is exceeded. Thus, bone regeneration is required to treat bone defects, which
can be caused by tumor lesions, bone trauma, congenital malformations and dental
extractions.

This bibliographic review focuses on the approach of the properties, functions,
sources and mechanisms of applications of Mesenchymal stem cells, based on the most
recente literature, as well as the description of the techniques described for boné

reconstruction and augmentation in dentistry.

Keywords: Mesenchymal Stem Cells, Bone Regeneration, Osteoblast

Differentiation, Bone Augmentation
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OESC:s: do Inglés Oral Epithelium Stem Cells (Células Estaminais do Epitélio
Oral)

OPG: Osteoprotegerina

OPN: Osteopontina

OSX: Osterix (Fator de transcrigcdo especifico para osteoblastos)

PDGF: do Inglés Platelet Derived Growth Factor (Fator de Crescimento
Derivado de Plaquetas)

PLMSCs: do Inglés Periodontal Ligament Mesenchymal Stem Cells (Células
Estaminais Mesenquimais do Ligamento Periodontal)

PRF: do Inglés Platelet-Rich Fibrin (Fibrina Rica em Plaquetas)

PRP: do Inglés Platelet-Rich Plasma (Plasma Rico em Plaquetas)
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PSCs: do Inglés Pluripotent Stem Cells (Células Estaminais Pluripotenciais)

RANK: do Inglés Receptor Activator of Nuclear Factor Kappa-B (Recetor
Ativador do Fator Nuclear Kappa-B)

RANKL: do Inglés Receptor Activator of Nuclear Factor Kappa-B Ligand
(Ligante para o Recetor Ativador do Fator Nuclear Kappa-B)

ROG: Regeneragio Osse Guiada

RUNX2: do Inglés Runt-related Transcription Factor 2 (Fator de Transcri¢ao 2
relativo a Runt)

SCAPs: do Inglés Stem Cells from Apical Papilla (Células Estaminais da Papila
Apical)

SCN: do Inglés Stem Cell Niche (Nicho das Células Estaminais)

SHEDs: do Inglés Stem Cells from Human Exfoliated Deciduous Teeth (Células
Estaminais de Dentes Deciduos Exfoliados)

TGSCs: do Inglés Tooth Germ Stem Cells (Células Estaminais do Gérmen
Dentario)

UCMSCs: do Inglés Umbilical Cord Mesenchymal Stem Cells (Células
Estaminais Mesenquimais do Cordao Umbilical)

VEGF: do Inglés Vascular Endothelial Growth Factor (Fator de Crescimento
Endotelial Vascular)
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Introducdo

I. Introducio

A ciéncia que combina os principios da biologia ¢ da engenharia de forma a
substituir funcionalmente tecidos lesados, designa-se por engenharia tecidular. Apesar de
ser uma area cientifica moderna e ter sido pela primeira vez referenciada nos anos 80,
existem relatos historicos que datam a sua primordial existéncia, sdo exemplo disso
reconstru¢des nasais documentadas historicamente na India aproximadamente no ano
1000 AC (Sahakyants & Vacanti, 2020). A engenharia tecidular ¢ uma éarea
interdisciplinar, que combina areas cientificas como a biologia celular, biomateriais, entre
outras, com o objetivo de produzir estruturas viaveis para substituir, reparar ou regenerar
orgaos e tecidos danificados (Hassanzadeh et al., 2018; Sahakyants & Vacanti, 2020).
Uma origem celular apropriada (células progenitoras), sinais morfogénicos indutores e
matriz extracelular (scaffold) compdem a triade da engenharia tecidular e tratamentos
regenerativos (Bakhshandeh et al., 2017).

A regeneragdo Ossea continua a ser um grande desafio para a medicina
reconstrutiva. Apesar do tecido dsseo apresentar um certo grau de autorreparagdo, esta ¢
limitada quando o defeito 0sseo excede uma dimensao critica ou surge devido a doenga,
tal como tumores ou infecdes dsseas (Qing et al., 2020). A reconstrucao craniofacial ¢
requerida em inUimeras situagdes, tais como defeitos Osseos originados por lesdes
tumorais, traumatismos 0sseos ou malformagdes congénitas, em que a complexidade
deste desafio clinico, deve-se ao facto da regido craniofacial em si ser uma estrutura
constituida por tecido Osseo, cartilagem, tecidos moles e feixes neuro-vasculares,
complexidade esta que exige do cirurgido um conhecimento aprofundado das técnicas
cirirgicas e biomateriais disponiveis para a sua resolucao (Ansari et al., 2017).

As células estaminais sdo células indiferenciadas do corpo humano (Zakrzewski
et al., 2019), com capacidade de autorrenovagdo, potencial clonogénico e capacidade de
se diferenciarem em células de linhagens diferentes (Bacakova et al., 2018). Bacakova
(2018) acrescenta ainda, definindo-as como unidades de organizacdo de sistemas
biologicos, que sdo responsaveis pela regeneracao e desenvolvimento de 6rgaos e tecidos.
Segundo Zakrzewski (2019) estas células demonstram grande potencial para se tornarem
um dos aspetos mais importantes da medicina e sugere ainda que, o estudo da sua

terapéutica revela bastante informagdo sobre os eventos que decorrem durante o
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desenvolvimento humano. As principais diferentes origens de células estaminais podem
dividir-se, nomeadamente, em células estaminais embrionarias (ECSs), células
estaminais mesenquimais ou células estaminais adultas (MSCs) e células estaminais
pluripotenciais induzidas (iPSCs) (Ghaneialvar et al., 2018).

Células estaminais mesenquimais (MSCs) encontram-se entre os tipos de células
mais estudadas para terapia celular, gracas a sua facilidade de isolamento, cultivo e
elevado potencial de expansdo ex vivo (Rendra et al., 2020). O termo células estaminais
mesenquimais (MSCs) foi introduzido por Caplan et al. nos anos 90 (Rendra et al., 2020),
estas células comparativamente a outro tipo de células estaminais, ndo suscitam
controvérsias de um ponto de vista €tico, como ¢ o caso das ESCs devido a ndo
teratogenicidade (Cheng et al., 2019). As MSCs detém a capacidade de regenerar tecido
Osseo, tecido cartilaginoso e tecido adiposo, adicionalmente ndo estdo limitadas a
diferenciagdo de linhagem mesenquimal, podendo diferenciar-se em células de linhagem
endodérmica e ectodérmica (Berebichez-Fridman & Montero-Olvera, 2018; Cheng et al.,
2019).

Assim, a utilizacdo destas células tem sido descrita como o tratamento ideal na
reconstru¢do e remodelacdo dssea (Chu et al., 2019) e associado ao seu potencial de
expansdo ¢ diferenciacdo, a sua ndo imunogenicidade e a capacidade de migracao
sugerem que a sua utilizacdo ndo esta limitada a medicina regenerativa (Cheng et al.,

2019).
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II. Desenvolvimento

2.1 Introducao historica

Uma das técnicas utilizadas na regeneragao 0ssea baseia-se na aplicagao de células
para preenchimento de defeitos dsseos, as quais podem ser transportadas para o local pré-
definido, através de autoenxertos dsseos, ou cultivando-as in vitro, induzindo depois a
sua diferenciagdo na linhagem osteoblastica e implantando in vivo de forma a induzir a
formagdo de novo tecido 6sseo (Ho-Shui-Ling et al., 2018a).

A primeira identifica¢do de células estaminais surgiu ha mais de meio século, no
ano de 1961, quando James Till e Ernest McCulloch, na Universidade de Toronto no
Canada, descreveram células derivadas da medula 6ssea de ratos adultos, que tinham a
capacidade de se diferenciar noutro tipo de células (Liu et al., 2020), no qual se
observaram algumas propriedades na populacdo de células estaminais, tais como
autorrenovagao e multipoténcia (Marcus & Woodbury, 2008).

O cientista Alexander Friedenstein foi a primeira pessoa a descrever células
estaminais mesenquimais (MSCs), em 1976, as quais foram caracterizadas como uma
subpopulacdo de células derivadas da medula 6ssea, com aderéncia ao pléstico e,
propriedades hematopoiéticas e osteogénicas (Rendra et al., 2020). No entanto, foi quase
um século antes, que J.Cohnheim identificou uma coldnia de células ndo-hematopoiéticas
com capacidade de formacao de unidades de fibroblastos (CFU-Fs), a partir da medula
Ossea, que seriam mais tarde assumidas como MSCs (Attia & Mashal, 2020).
Contemporaneamente foram chamadas de “cé€lulas da medula dssea e estroma” (BMSCs)
(Hanna et al., 2018) por terem sido isoladas na medula dssea e estroma do baco e timo
(Han et al., 2014). O trabalho de Friedenstein estabeleceu o fundamento para futuros
estudos, demonstrando que as BMSCs sdo as células antecessoras comuns dos tecidos
mesenquimais (Uccelli et al., 2008). Friedenstein ainda observou que estas células ndo
pertenciam a linhagem celular hematopoiética e tinham a capacidade de formar tecido
0sseo e cé¢lulas formadoras de cartilagem (Gomez-Salazar et al., 2020). Com o avangar
da investigacdo destas células, estabeleceu-se que as mesmas tinham potencial para

originar osteoblastos, condrdcitos, adipdeitos e mioblastos (Gomez-Salazar et al., 2020).
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Em 1978, Schofield propos a hipotese do “nicho das células estaminais” (SCN),
que descrevia fisiologicamente o microambiente que fornece suporte as células
estaminais (Via et al., 2012). O conceito de nicho manteve-se apenas como hipdtese, até
ter sido validado empiricamente, por Xie e Spradling em 1998, no qual utilizaram a
drosophila melanogaster (mosca da fruta) e conseguiram provar que a cé¢lula estaminal
reside num local altamente especializado, o qual é responsavel por preservar o seu
fenotipo, fornecer sinais especificos tais como proteinas morfogenéticas do osso (BMP)
e controlar a sua diferenciagdo (Papayannopoulou & Scadden, 2008). No entanto, foi
apenas mais tarde que Scadden estipulou uma definicdo completa do SCN, como um
“local anatdémico especifico que regula a forma de como as células estaminais participam
na sintese, manutengao e reparagdo tecidular” (Via et al., 2012).

Na década de 1990, Arnold Caplan denominou o termo “Células Estaminais
Mesenquimais”, baseando-se no seu potencial de diferenciagdo em diferentes linhagens
(Rendra et al., 2020) tendo sido a primeira pessoa a cultivar estas células com origem em
tecido humano (Gomez-Salazar et al., 2020).

Mais tarde, em 1998, James Thomson isolou pela primeira vez em laboratoério,
células estaminais embrionarias humanas (hESCs) (Liu et al., 2020). Este procedimento
foi realizado a partir de embrides humanos, produzidos exclusivamente para o proposito,
por fertilizagdo in vitro, isolados e implantados em fibroblastos de embrides previamente
irradiados de ratos. Desta forma, estd implicita a destrui¢do de embrides humanos, o que
provocou bastante controvérsia ética e moral (Mora et al., 2017).

Anos mais tarde, a Sociedade Internacional da Terapia Celular (ISCT) definiu
entdo o termo “Célula Estaminal Mesenquimal” e a sua sigla “MSC”, derivada da lingua
nativa “Mesenchymal Stem Cell” e, estabeleceram critérios minimos de classificacdo das

células, como estd descrito na Tabela 1 (Rendra et al., 2020).
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CELULAS MARCADORES PADRAO
ESTAMINAIS DE ANTIGENIO DE

SUPERFICIE (Ag)

- 95% da populagéo de
MSC deve expressar os
marcadores CD105;

Em condi¢des de CD73; CD90
estrutura « Menos de 2% devera
padronizadas expressar os

marcacdores CD45;
CD34;: CD14; CD11b;
CD79a: CD19: HLA-DR.

Desenvolvimento

POTENCIAL DE
DIFERENCIAGAO
IN VITRO

Osteoblastos

Condrocitos

Adipécitos

Tabela 1. Critérios para a definigdo de Célula Estaminal Mesenquimal (MSC). Adaptado de (Dominici et

al., 2006).

Em 2018, a Agéncia Europeia de Medicamentos autorizou finalmente a primeira

venda de um produto com MSCs, destinado a tratar fistulas perianais complexas em

pacientes com doenca de Crohn (Rendra et al., 2020).

A evidéncia reunida até a data, apresentada na figura 1, impulsionaram a

exploragdo do papel das células estaminais na Medicina Dentéria (Santosh & Bose, 2019).
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Figura 1. Milestones da historia da investigacdo de células estaminais.

2.2 Células Estaminais — O que sdao?

Células estaminais representam a base de todos os 6rgaos constituintes do corpo

humano (Alessandrini et al., 2019).

Qualquer célula no corpo humano tem um ancestral comum, o évulo fertilizado e,

sabemos que existem mais de 200 tipos diferentes de células no nosso corpo, todas

derivadas de um aglomerado de células estaminais do embrido, designado por massa

celular interna do blastocisto (ICM), exemplificado na figura 2 (Santosh & Bose, 2019).

As células estaminais t€ém a capacidade de se dividir assimetricamente (Alessandrini et
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al., 2019), possuem capacidade de autorrenovacao e diferenciacdo em células de
diferentes linhagens, no entanto nao sdo homogéneas, existem em hierarquia consoante o
desenvolvimento celular e encontram-se diferentes tipos de células estaminais com
diferente potencial de diferenciacdo (Aly, 2020). Ainda podem ser descritas como
unidades de organizagdo biologica responsaveis pelo desenvolvimento e regeneracao de
sistemas de orgdos e tecidos, em constante evolucdo via sele¢do natural (Bacakova et al.,

2018).

( ' Ovulo fertilizado

Embridao
Blastocisto

Trofoblasto

@)1?— IcM

Figura 2. Origem das células estaminais da massa interna do blastocisto. Adaptado de (Landry & Zucker,

2004).
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Quando falamos em poténcia de uma célula estaminal, estamos a descrever a
habilidade da mesma replicar e diferenciar-se em células especializadas (Alessandrini et
al., 2019). Totipoténcia e pluripoténcia sdo os niveis mais elevados de diferenciagdo de
células estaminais e estdo presentes nas fases pré-embriondrias (Alessandrini et al., 2019;
Aly, 2020). Os blastomeros originados a partir de um o6vulo fertilizado (zigoto), sao
células estaminais totipotentes e podem originar todos os tecidos do corpo humano, até
mesmo a placenta (Alessandrini et al., 2019). Quando o aglomerado de blastomeros,
denominado de moérula (Ahamad & Singh, 2021), forma o blastocisto, a ICM contem
células estaminais embrionarias (ECS) as quais sdo pluripotenciais. Continuando a
embriogénese, as células pluripotenciais formam camadas celulares: endoderme,
mesoderme e ectoderme, cada uma originara, eventualmente, células diferenciadas,
tecidos e, mais tarde, o organismo adulto (Zakrzewski et al., 2019). Apds essa
diferenciagdo numa camada celular, as células tornam-se células multipotentes, ou seja,
com capacidade de diferenciagdo em tipos celulares limitados relacionados com o tecido
de origem. E esta propriedade das células estaminais adultas ou mesenquimais que cria
um estado de homeostase durante toda a vida do organismo, estando presentes em quase
todos os tecidos, nomeadamente na medula 6ssea, em tecidos orais e dentarios. Por sua
vez, as células estaminais multipotentes diferenciam-se em células progenitoras que sao
oligopotentes e unipotentes, com diferenciagdo e especializacdo celular muito mais
restrita (Alessandrini et al., 2019; Aly, 2020).

A diferenciacdo celular das células estaminais pode dividir-se em 3 mecanismos
principais: 1. externa; 2. interna e 3. divisdo celular (Zakrzewski et al., 2019).

1. Neste processo as cé€lulas estabelecem contacto com outras células
vizinhas, ou com secre¢des quimicas sintetizadas por tecidos vizinhos, criando
um ambiente propicio para a diferenciagdo (Zakrzewski et al., 2019);

2. Na segunda hipotese a diferenciacao da-se por regulacao génica no
DNA, através da acetilacio da cromatina e da metilagdo de sequéncias
genéticas promotoras, criticamente importantes para que esse gene, que
contém a zona metilada, ndo seja expresso e, portanto, a diferenciacdo se dé
no sentido certo (Tyurin-Kuzmin et al., 2020);

3. A divisdo celular pode conduzir a diferenciagdo ou nao, podendo
ser simétrica, onde a partir de uma célula-mae sdo produzidas duas células-
filha, idénticas entre si e a célula-mae, ou assimétrica. No caso da divisao

assimétrica, a partir da célula-mae originam 2 células-filha, diferentes entre si,
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que podem ser iguais a célula-mae, equilibrando assim a autorrenovagao e
diferenciagdo das células estaminais (Silva-Vargas et al., 2018; Venkei &

Yamashita, 2018).

O processo de diferenciacdo de células estaminais constitui a base do
desenvolvimento individual, tal como da manutencdo da homeostase e renovagao
tecidular. E através de processos metabolicos, descritos de forma sucinta anteriormente,
que o corpo regula a autorrenovagao e diferenciacdo das células estaminais, mantendo o
equilibrio entre as células estaminais diferenciadas e indiferenciadas (Tyurin-Kuzmin et
al., 2020).

O mecanismo da divisdo assimétrica, essencialmente, assegura este equilibrio
entre o namero de células estaminais indiferenciadas e diferenciadas, em que uma das
células-filhas ¢ uma célula estaminal que mantém as caracteristicas e potencialidade da
célula-mae e, a outra, ¢ uma célula diferenciada com capacidade mais restrita de
diferencia¢do. A divisdo simétrica, também contribui na manutenc¢do do equilibrio, no
sentido em que as duas células-filhas sdo células estaminais indiferenciadas (Silva-Vargas

etal., 2018).

2.3 Células Estaminais — Tipos

Existem principalmente 3 tipos de células estaminais: células estaminais
embrionarias (ECSs), células estaminais mesenquimais ou adultas (MSCs) e células
estaminais pluripotenciais induzidas (iPSCs) (Ghaneialvar et al., 2018). Como indicado
na tabela 2 e ilustrado na figura 3, estes grupos de células estaminais apresentam
diferentes niveis de diferenciacdo ou poténcia. As Unicas células estaminais com
capacidade de totipoténcia sdo as células estaminais derivadas da moérula (Bacakova et
al., 2018). As ECSs, derivadas da ICM do blastocisto, descrito no capitulo anterior, sao
pluripotenciais tal como as iPSCs e, as células estaminais que derivam do feto sdo
chamadas de adultas ou mesenquimais (MSCs) (Bacakova et al., 2018). As MSCs
apresentam multipoténcia, isto €, t€ém um espetro de diferenciacdo menor que as células
estaminais pluripotenciais (PSCs), mas podem especializar-se em linhagens celulares

especificas (Zakrzewski et al., 2019). No entanto, as MSCs ndo estdo restritas a sua
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linhagem germinativa, podendo diferenciar-se em células de linhagem endodérmica e
ectodérmica (Berebichez-Fridman & Montero-Olvera, 2018).

As diferentes origens das células estaminais podem ser divididas em: 1. tecido
embrionario, 2. tecido fetal, 3. localiza¢des especificas no organismo adulto e 4. células
somaticas adultas pos-reprogramacao genética, como € o caso das iPSCs (Bacakova et

al., 2018).

CELULAS POTENCIAL DE

ESTAMINAIS DIFERENCIAGAO

Embrionarias Embrionarias Embrionarias

Blastocisto Pluripotenciais

Medula ossea, tecido
adiposo, tecidos orais
Adultas e dentarios, musculo Multipotenciais
esguelético, sangue,
pele, érgéos, etc.

Induzidas Células somaticas Pluripotenciais
diferenciadas

Tabela 2. Tipos, origem e potencial de diferenciacdo das células estaminais. Adaptado de (Bacakova et

al., 2018; Cheng et al., 2019).
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Figura 3. Propriedades e tipos de células estaminais. A: Exemplificag@o das propriedades de

autorrenovagdo e potencial de diferenciag@o; B: Desenvolvimento das células estaminais nos diferentes

tipos como células estaminais embrionarias (ECSs) e células estaminais mesenquimais (MSCs); C:

Tlustragdo da origem de células estaminais pluripotenciais induzidas (iPSCs) de fibroblastos de ratos

induzidos por fatores especificos. Adaptado de (Ahamad & Singh, 2021).
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2.4 Células Estaminais Mesenquimais — Definicao

Células estaminais mesenquimais (MSCs), ou células estromais mesenquimais
multipotentes estdo entre o grupo celular mais estudado para terapia celular, gragas a
facilidade do seu isolamento, cultivacdo e potencial de expansdo ex vivo (Rendra et al.,
2020). Sao células estaminais adultas, com capacidade de autorrenovacao, aderéncia ao
plastico, potencialidade primaria de diferenciagdo em osteoblastos, adipocitos e
condrocitos e, ndo requerem compatibilidade genética (Alessandrini et al., 2019; Cheng
et al., 2019; Rendra et al., 2020). No entanto, o seu potencial de diferenciagdo ndo esta
limitado a linhagem germinativa da mesoderme, como ¢ exemplificado na figura 4,
podendo as MSCs diferenciarem-se em células da endoderme e ectoderme através de um
processo chamado transdiferenciagdo, no qual uma célula ndo estaminal se transforma
noutra de linhagem germinativa diferente, ou quando a mesma situagdo acontece numa
célula estaminal j& diferenciada parcialmente (Berebichez-Fridman & Montero-Olvera,

2018).
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Figura 4. A multipoténcia das MSCs. Esta figura exemplifica a capacidade de autorrenovagio e
diferenciacdo das células estaminais mesenquimais (MSCs) e demostra o processo de transdiferenciagéo

em células de linhagem da endoderme e ectoderme. Adaptado (Uccelli et al., 2008).

MSCs foram isoladas com éxito em vdrios tecidos como a medula Ossea
(BMMSC:s), tecido adiposo (ATMSCs) e sangue periférico (HSCs) (W. Lin et al., 2017).
Além destas, varias sdo as fontes de recolha de MSCs, visto que se encontram presentes
em quase todos os tecidos adultos, nomeadamente de varios tecidos dentarios e orais, 0s
quais serao descritos no capitulo seguinte (Santosh & Bose, 2019).

Estas células modulam respostas do sistema imune inato e adaptativo, detém
atividade imunossupressora ¢ ndo fornecem apenas uma fonte para regeneracdo ou
substituicao de células num determinado local, também fortalecem ou ativam as células
locais (como células estaminais residentes ou progenitoras, células endoteliais e
fibroblastos) de forma a facilitar a regeneracao tecidular via estimulacao paracrina (W.
Linetal., 2017). As MSCs demostram mecanismos terapéuticos como anti-fibrético, anti-

apoptose (prevenindo a morte celular programada) e pro-angiogénico (resultando na
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revascularizagdo), sendo também classificadas como “produto terapéutico medicinal
avancado” (ATMP, da lingua nativa advanced therapy medicinal product) (Rendra et al.,
2020).

O estudo do uso de MSCs tem demonstrado potenciar a regeneragdo de tecido
Osseo em inimeros casos clinicos ao diferenciarem-se diretamente em osteoblastos e ao
modularem o ambiente bioldgico local secretando fatores de crescimento, como BMP-2
(proteinas morfogenéticas Osseas), e citoquinas anti-inflamatérias (W. Lin et al., 2017).

Inicialmente descoberto por Fiedenstein, como referido anteriormente, as células
estaminais mesenquimais derivadas da medula 6ssea (BMMSCs), descritas como
aderentes ao plastico e com potencial osteogénico e hematopoiético, sdo o antecessor
comum dos tecidos mesenquimais e, portanto, a medula dssea ¢ considerada a principal
fonte de MSCs do nosso corpo (Rendra et al., 2020). Contudo, desde 2018, quando foi
aprovado o primeiro medicamento a base de MSCs, o tecido adiposo demonstrou muito
interesse terapéutico e hoje ¢ também considerado, em jun¢do com a medula 6ssea, uma
das principais fontes de recolha de MSCs (Berebichez-Fridman & Montero-Olvera, 2018;
Rendra et al., 2020).

2.5 Células Estaminais Mesenquimais — Fontes

Células estaminais mesenquimais (MSCs) podem ser isoladas praticamente de
todos os 6rgdos e tecidos do corpo humano. Todavia, esta selecdo da fonte dadora deve
ser cuidada e idealmente designada tendo em conta as melhores caracteristicas no que diz
respeito a logistica, praticidade e comportamento in vitro (Berebichez-Fridman &
Montero-Olvera, 2018). As melhores fontes para colheita de MSCs descritas na literatura
sdo a medula 6ssea (BM) e o tecido adiposo (AT) (Rendra et al., 2020). Sao as limitacdes
da colheita destas células, que influenciam a escolha do local de colheita, incluem a
dificuldade do procedimento, o qudo invasivo € a técnica de recolha e as caracteristicas
da fonte dadora (Berebichez-Fridman & Montero-Olvera, 2018).

A recolha de MSCs através da medula dssea, tecido adiposo ou do cordao
umbilical ¢ considerado de baixa complexidade e apresenta resultados promissores in
vitro € in vivo gragas a sua capacidade em formar tecido dsseo, cartilagem e a capacidade

imunomoduladora (Donnelly et al., 2018).
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As MSCs regulam o equilibrio entre a sua diferenciacdo, proliferacao e
autorrenovagao através de fatores funcionais e fisicos no formato de feedback, do nicho
de células estaminais (SCN), descrito anteriormente. O nicho foi pela primeira vez
descrito ha quatro décadas, por Schofield, e trata-se de um microambiente especializado
que mantém e regula o estado de laténcia das MSCs. Quando existe um estimulo,
determinadas alteragdes no nicho (SCN) vao ativar estas células e promover a sua
diferenciagdo, proliferagao e migragao (H. Lin et al., 2019).

Atualmente sabemos que € possivel isolar MSCs de varios tecidos, tais como dos
tecidos musculares, cordao umbilical, tecidos dentarios e orais, pele, glandulas salivares,
placenta, geleia de Wharton, medula dssea, tecido adiposo e tecidos perinatais, como
ilustrado na figura 5. A principal fonte de recolha ¢ a medula dssea, no entanto, o tecido
adiposo, tecidos dentarios e cordao umbilical sao outras fontes possiveis de recolha e
serdo descritos nos proximos subcapitulos (Mushahary et al., 2018a; Rodriguez-Fuentes

etal., 2021).
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Figura 5. Figura ilustrativa de fontes e aplicagdes das células estaminais mesenquimais (MSCs).

Adaptado de (Kangari et al., 2020).

2.5.1 Medula Ossea — BMMSCs

O nicho das células estaminais (SCN) na medula dssea ¢ organizado
estruturalmente na cavidade medular, sendo protegido dentro do proprio tecido dsseo. As
células Osseas servem como matriz de suporte estrutural para as células hematopoiéticas
(HPCs) juntamente com as reservas de calcio. A medula 6ssea nos mamiferos integra o
sistema imunitario, descrevendo-se como o maior 6rgao semissolido do corpo humano.
A medula estd presente na cavidade medular e nas epifises dos ossos longos: imero,

fémur, tibia, pélvis e cranio. E constituida por um tecido dindmico, gelatinoso, que varia
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entre individuos na quantidade, qualidade e estrutura. E composta por uma componente
soluvel que contém citoquinas, fatores de crescimento, hormonas e outros ides, sendo a
componente celular constituida por adipocitos, macrofagos, fibroblastos, osteoblastos e
células estaminais (Ahamad & Singh, 2021).

Comparativamente com outras fontes de recolha, a medula 6ssea constitui o maior
reservatorio de células estaminais nao embrionarias contendo as MSCs (BMMSCs
possuem o periodo mais curto de tempo de cultura) (Berebichez-Fridman & Montero-
Olvera, 2018).

Células estaminais mesenquimais adultas (MSCs) sdo células multipotentes
indiferenciadas caracterizadas pela capacidade de autorrenovagdo e diferenciacdo em
varios tipos celulares, ndo limitados a linhagem germinativa da mesoderme, incluindo
adipdcitos, condrocitos, miocitos e osteoblastos, quando expostas a sinais e fatores de
crescimento especificos (Mohamed-Ahmed et al., 2018). Como ilustrado anteriormente,
a ISCT (International Society for Celular Teraphy) propde que as MSCs tém de ter
aderéncia ao plastico, expressar marcadores de superficie especificos (CD73, CD90,
CD105 maior ou igual que 90%), ndo expressar outros (CD14, CD34, CD45, CD19,
HLA-DR menor ou igual que 2%) e ainda diferenciarem-se em osteoblastos, adipocitos
e condrocitos (Mohamed-Ahmed et al., 2018). Em 2020 foi realizada uma revisdo
sistematica, por Rodriguez-Fuentes, na qual concluiram que ndo existem consequéncias
adversas severas na utiliza¢do destas células (Rodriguez-Fuentes et al., 2021)

A recolha de BMMCSs pode ser realizada em diferentes constituintes do esqueleto
humano como por exemplo: externo, corpo vertebral, critsa iliaca e fémur (Purwaningrum
et al., 2021), no entanto, a técnica considerada gold standard ¢ a técnica de aspiracao de
medula dssea, exemplificada na figura 6, na regido anatémica da crista iliaca. Esta técnica
cirirgica pode ser acompanhada de dor, estar associada a morbilidade da regido dadora,
sendo que o numero de MSCs obtido ¢ relativamente pequeno (0,001 - 0,01%). A
proliferacdo e diferenciagdo entre MSCs recolhidas podem diferir de individuo para
individuo, além disso a idade ¢ um fator determinante que pode afetar as propriedades
destas células, nomeadamente o rendimento total de células e o potencial condrogénico e
adipogénico, mantendo, no entanto, os potenciais osteogénicos e¢ a clonogenicidade

(Mohamed-Ahmed et al., 2018).
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Figura 6. Técnica de aspiracao e bidpsia da medula dssea. Adaptado de (PDQ Pediatric Treatment

Editorial Board, 2002).

2.5.2 Cordao Umbilical - UCMSCs

Apesar das BMMSCs serem consideradas o gold standard da terapia com células
estaminais mesenquimais (MSCs), outras fontes incluindo o tecido adiposo; sangue
periférico do corddo umbilical e o seu tecido; polpa dentéria; pele; tecido do proprio
corddo umbilical; placenta e endométrio, estdo cada vez mais a ser alvo de estudo
(Shareghi-oskoue et al., 2021).

Este grupo celular foi caracterizado como células estaminais mesenquimais
(MSCs) baseado no critério minimo para tal, estabelecido pela ISCT, onde inclui a
morfologia celular, os marcadores de perfil e o potencial de diferenciacdo (Dao et al.,

2019). As UCMSCs presentes no tecido do corddo umbilical sdo multipotenciais e
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apresentam a capacidade de autorrenovagdo, quando em ambiente propicio podem
diferenciar-se principalmente em osteoblastos, condrdcitos e adipdcitos (Xie et al., 2020).

Ao contrario das células estaminais mesenquimais da medula 6ssea (BMMSCs),
o método de recolha das UCMSCs (Células estaminais mesenquimais do cordao
umbilical) ¢ mais rapido, realizado de forma simples em auséncia de dor e apresentam
uma separacao, cultura e expansao in vitro igualmente facil (Bartolucci et al., 2017; Xie
et al., 2020). Estas células apresentam o triplo da atividade de regeneragdo tecidular,
modulagdo de resposta imunitaria e propriedades anticancerigenas. Apresentam ainda,
menos implicagdes éticas comparativamente a outras fontes de recolha (Shareghi-oskoue
et al., 2021), os antigénios de superficie ndo sdo proeminentes, a rejei¢ao ao transplante
¢ insignificante e ndo necessitam de compatibilidade, possibilitando a sua utilizagdo em

enxertos alogenos. (Xie et al., 2020).

2.5.3 Tecido Adiposo — ATMSCs

Apesar da medula 6ssea ter sido o primeiro 6rgdo a ser estudado como fonte de
recolha de MSCs, estas células foram isoladas com sucesso a partir do tecido adiposo e ¢
considerado a fonte mais rica de MSCs, demonstrando multipoténcia ex vivo (Gomez-
Salazar et al., 2020).

A maior vantagem em utilizar o tecido adiposo como fonte de recolha para as
MSCs ¢ a sua conveniéncia, devido ao facto de o tecido adiposo subcutineo existir em
abundancia no corpo humano (Berebichez-Fridman & Montero-Olvera, 2018).
Apresentam um maior racio de proliferacdo do que as BMMSCs, no entanto, este facto
estd dependente da regido de que ¢ extraida. As ATMSCs também diferem no potencial
de diferenciagdo, em que na linhagem osteoblastica a extensdo de diferenciacdo nao
apresenta os mesmos resultados em diferentes estudos (Brown et al., 2019).

Uma importante aplicagao das ATMSCs consiste na regeneragao do tecido 6sseo
na regido da mandibula, na qual ¢ utilizado associado a fosfato B-tricélcio incorporado
com BMP-2 (Bacakova et al., 2018).

A primeira descricdo de tecido adiposo como fonte de recolha para células
estaminais mesenquimais (MSCs) foi realizada em 2001. Comparando com as BMMCSs,

as células recolhidas da medula dssea apresentam um numero 2500 vezes inferior as
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MSCs existentes no tecido adiposo, no entanto, estes valores podem difererir segundo
fatores caracteristicos do dador, tais como a idade, o género, o indice de massa corporal
(IMC), a localizagdo, o método de recolha e as condigdes de cultura (Mushahary et al.,
2018Db).

Células estaminais mesenquimais do tecido adiposo (ATMSCs) sdo isoladas em
interven¢do médica, por lipoaspiragdo ou lipectomia, isto €, sdo obtidas por aspiragdo ou
excisdo visceral ou subcutanea do tecido adiposo, em locais como o abdomen, o brago e
nas areas femorais e gluteas (Naji et al., 2019). O método de expansao nao difere dos
usados para as BMMSCs e a sua utilizagao tem vindo a crescer exponencialmente, ndo
s6 pela sua disponibilidade natural, como também pelo método de recolha ser
cirurgicamente menos invasivo quando comparado com a colheita de medula 6ssea (Naji

etal., 2019).

2.5.4 Tecidos Dentarios — DMSCs

Recentemente, os tecidos dentarios ganharam bastante popularidade como uma
fonte de células estaminais mesenquimais (MSCs) gracas a sua facilidade de recolha,
consideradas como sendo a fonte mais natural e menos invasiva, tem elevado potencial
de proliferacdo, capacidade clonogénica, autorrenovacdo, multipotencialidade de
diferenciagdo, potencial de regeneragdo tecidular e apresentam uma 6tima recuperagao
tecidular (Dave & Tomar, 2018).

Acredita-se que as DMSCs tém uma origem ectomesenquimal, pois derivam da
crista neural, no entanto, sdo necessarias mais investigacdes para uma melhor
compreensao da sua origem (Dave & Tomar, 2018).

As MSCs residem num amplo espectro de tecidos pos-natais e t€m sido isolados
com sucesso a partir de tecidos orofaciais. Estas MSCs possuem a capacidade de
autorrenovacgao e diferenciagdo em multiplas linhagens (Ansari et al., 2017).

Virios foram os estudos que compararam as propriedades das células estaminais
mesenquimais (MSCs) derivadas de tecidos orais e dentarios que confirmaram a sua
multidiferenciagdo. Ainda, uma subpopulagdo de células estaminais derivadas da polpa
dentaria foi identificada por possuir diferencia¢do osteogénica, no entanto, comparando

com as células da medula 0ssea, estas tém uma diferenciagdo preferencial odontogénica.
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Virios estudos reportaram que as subpopulagdes de MSCs derivadas de tecidos
dentarios t€ém capacidade de diferenciagcdo adipogénica e neurogénica, ao exibirem uma
morfologia semelhante a células da linhagem adipogénica e neural com expressdo de
marcadores genéticos caracteristicos (Ansari et al., 2017).

A primeira identificagdo de MSCs num tecido dentario foi realizada na polpa
dentaria e subsequentemente em dentes deciduos (Dave & Tomar, 2018)& Tomar, 2018).
De seguida foram identificadas as MSCs recolhidas a partir do ligamento periodontal
(PLMSCs), as quais exibem diferencas significativas na sua capacidade regenerativa se
forem recolhidas a partir do tecido 6sseo alveolar ou da superficie radicular (Dave &
Tomar, 2018). Existem diferentes fontes de MSCs, para além das mencionadas
anteriormente na cavidade oral, tais como a papila apical (SCAP), foliculo dentério
(DFSCs) e polpa dentaria (DPMSCs) de dentes deciduos (SHED) e permanentes (DPSC),
como se pode observar na ilustracdo da figura 7, (Hernandez-Monjaraz et al., 2018). Além
destas fontes, o dente em desenvolvimento também contém MSCs no gérmen dentario
(TGSCs) (Dave & Tomar, 2018). A mucosa oral detém dois tipos diferentes de MSCs,
nomeadamente as células estaminais mesenquimais do epitélio oral (OESCs) e as células
estaminais mesenquimais da gengiva aderida (GMSCs) (Dave & Tomar, 2018).

As MSCs derivadas da polpa dentaria (DPMSCs) sdo conservadas por
criopreservacao e sao, de uma forma geral, muito semelhantes as ATMSCs possuindo
propriedades imunomoduladoras. Ao serem derivadas da crista neural, t€m origem
ectomesenquimal e ambas linhagens mesenquimal e ectodermal, podendo diferenciar-se,
nao s6 em osteoblastos, condroblastos e adipocitos, como também em células da linhagem
neural. Ainda, quando cultivadas com matrizes tridimensionais de dentina, podem
diferenciar-se em células epiteliais da cornea, melandcitos e células estaminais
pluripotenciais induzidas (iPSCs) (Berebichez-Fridman & Montero-Olvera, 2018).

As células estaminais mesenquimais dentarias (DMSCs) estdo indicadas como
terapéutica na regeneragdo de tecido 0sseo, neurogeénese, angiogénese, regeneragao oral,
maxilofacial, craniofacial € em muitos outros tecidos, além de que podem ser utilizadas
como matrizes de materiais de enxertia 0ssea contribuindo para a regeneracdo guiada de
tecidos. No entanto, apresentam certas limitacdes, como a disponibilidade e qualidade de
MSCs obtidas entre pacientes e, apesar do transplante autdlogo ser um método aliado a
terapéutica com MSCs, existe dificuldade em originar um niimero suficiente de células
saudaveis derivadas de tecidos dentarios apenas de um tUnico dador (Dave & Tomar,

2018).
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Figura 7. Ilustracdo das varias fontes de células estaminais mesenquimais derivadas de tecidos dentarios

(DMSCs).

2.6 Regeneraciio Ossea

O tecido Osseo € uma estrutura anatdmica responsavel pela sustentacdo, protecio
de o6rgdos, armazenamento e homeostasia mineral € movimento do corpo humano (Lopes
etal., 2018a).

Microscopicamente podemos identificar dois tipos de estruturas Osseas, no tecido
0sseo0, o osso medular ou esponjoso e osso cortical ou compacto. Todos os 0ssos sdo
compostos por 0sso esponjoso e cortical, diferindo na percentagem para cada tipo 0sseo.
O tecido 6sseo esponjoso € mais poroso (40% a 95% de porosidade) e menos denso do
que o tecido Osseo cortical. A matriz extracelular mineralizada, caracteriza o tecido 6sseo
como um tecido conjuntivo especializado que, a nivel molecular, consiste numa fase
organica (constituida 90% por colagénio tipo 1) e uma fase inorganica constituida por

hidroxiapatita (HA) e agua (10-20%) (Battafarano et al., 2021).
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A regeneracdo dssea ¢ um processo complexo, biologico e fisiologico, que tem
por intencdo produzir novo tecido 6sseo. Na reabilitacdo de defeitos 0sseos existem varias
técnicas de reconstru¢do e regeneracdo dOssea (que serdo descritas) o que favorece os
resultados obtidos nos tratamentos funcionais e estéticos de Medicina Dentaria (Brozek
et al., 2018).

A reconstrucdo e regeneragdo de tecido dsseo craniofacial continua a representar
um desafio clinico ¢ ¢ indicada nos casos clinicos de doeng¢as tumorais, traumatismos ou
ainda malformagdes congénitas (Ansari et al., 2017). O tecido 6sseo em condi¢des ditas
normais apresenta um grau de autorregeneracao, no entanto, essa capacidade ¢ limitada
quando o defeito 0sseo excede uma dimensdo critica (2 — 3cm, ou mais) ou devido a
doenga ortopédica tal como tumores ou infe¢des (Peri¢ Kacarevié et al., 2020; Qing et al.,
2020).

A reconstrucdo ou reducdo de fraturas 6sseas € um processo regenerativo que
recapitula os eventos bioldgicos decorrentes do desenvolvimento esquelético embrionario
(Ansari et al., 2017; Ho-Shui-Ling et al., 2018a).

Dentro do tecido 6sseo podemos descrever varios tipos celulares, células
percursoras osteogénicas, osteoblastos (responsaveis pela formagao ossea), osteoclastos
(reabsorc¢do dssea), osteocitos (resultam do processo de diferenciagcdo de osteoblastos) e
células hematopoiéticas da medula o6ssea. As células da linha osteoblastica controlam as
células da linha osteoclastica, através de um mecanismo de regulagdo comum,
RANKL/RANK/OPG. (Lopes et al., 2018a).

O processo de formagao 6ssea, denominado de osteogénese, acontece de 2 formas:

1. Ossificagao endocondral;

2. Ossificag¢do intramembranosa.

Estes dois processos iniciam-se com a concentracao de MSCs e estao dependentes
da sua diferenciacao (Peri¢ Kacarevic et al., 2020).

Na ossificagdo endocondral, as MSCs diferenciam-se em condrécitos que
depositam tecido cartilaginoso, o que ¢ entdo mineralizado por agdo de osteoblastos. A
ossificacdo intramenbranosa inclui diferenciagdo osteogénica direta das MSCs, nado
envolvendo a fase intermédia condrogénica (Peri¢ Kacarevi¢ et al., 2020).

O tecido 0sseo apresenta 2 formas de cicatrizagdo, primaria (direta) e secundaria
(indireta) (Battafarano et al., 2021). Na cicatrizacdo primaria da-se a transicao direta de

MSCs para osteoblastos (ossificagdo intramembranosa) e na secundaria, hd uma
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progressao em tecido cartilagineo intermédio, antes da formacdo Ossea, envolvendo
ambos tipos de ossificagdo (endoncondral e intramembranosa) (Bahney et al., 2019;
Battafarano et al., 2021).

A teoria “Mechanostat”, descrita por Harol Frost em 1890, descreve a correlagao
entre o crescimento de tecido 0sseo e a sua reabsor¢ao, com deformagdo elastica, que
ocorre ao longo dos anos. Um exemplo deste mecanismo ¢ a agdo de compressao nos
dentes, durante o tratamento ortodontico, que aumenta os niveis de concentragao do fator
de ligacdo do recetor ativador do fator nuclear kappa B (RANKL), promovendo a
formagao osteoclastica. A tensdo aplicada ao ligamento periodontal promove o aumento
da concentracdo osteoblastica de osteoprotegerina (OPG), ao mesmo tempo induzindo a
diminuicdo de RANKL. A concentracdo relativa de OPG e RANKL em ambas
compressodes e tensoes, regulam a modelacdo e remodelagcdo dssea local (Lopes et al.,
2018a).

A remodelacdo do tecido 0sseo caracteriza-se pela substituicdo ou regeneracao de
tecido dsseo, permitindo preservar a sua integridade e fungdo. Inclui quatro células
Osseas: células de revestimento 6sseo (BLCs), ostedcitos, osteoclastos e osteoblastos. Na
superficie do tecido 0sseo, as células mais abundantes sao os ostedcitos, que apresentam
um papel fundamental no processo de remodelagdo. Osteoclastos sao células promotoras
da reabsorcdo 6ssea que foram diferenciadas através de dois fatores de crescimento
diferentes: fator estimulante de coldonias monocito/macrofago (M-CSF) e o fator de
ligagao do recetor ativador do fator nuclear kappa B (RANKL). Os osteoblastos produzem
tecido dsseo propriamente dito e sdo derivados das MSCs, depositam fibras de colagénio
e hidroxiapatita (HA) e sdo também responsaveis pela ativagdo de osteoclastos, ao
expressarem os fatores RANKL e M-CSF, que segregam fatores de crescimento como
BMPs, entre outros, que influenciam a formag¢ao de novo osso (Lopes et al., 2018a; Peri¢
Kacarevi¢ et al., 2020). A remodelacao dssea € composta por 5 etapas: ativacdao, em que
os osteoclastos sdo recrutados e ativados; reabsor¢do, durante a qual estas células
reabsorvem o antigo 0sso; reversal, em que ha uma troca de fases, onde se inicia a
formagao de novo osso preparando os osteoblastos para iniciarem a formacgdo dssea;
formagdo e terminagdo, quando os osteoblastos depositam novo osso e complete a
mineralizacdo, até que o osso reabsorvido seja completamente substituido (Kenkre &
Bassett, 2018).

A reabsor¢do dssea da-se quando existe um desequilibrio na formagao/reabsorcao

de tecido 6sseo. Os osteoblastos produzem RANKL, M-CSF e OPG, enquanto os
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osteoclastos produzem c-Fms (recetor para M-CSF) e o recetor ativador nuclear kappa B
(RANK), um recetor para RANKL. RANKL e M-CSF estimulam a diferenciacio
osteoblastica, descrita nos proximos capitulos, enquanto OPG ¢ um inibidor de RANKL
e compete para o recetor RANK. Baixos niveis de OPG resultam num desenvolvimento
acelerado do desenvolvimento de osteoclastos, que levam & disrupg¢ao do equilibrio entre
a formagdo/remodelacdo 0ssea e a reabsor¢do (Lopes et al., 2018a).

O aumento de volume 6sseo, ou na lingua nativa, “Bone Augmentation”, ¢ uma
técnica cirargica que promove o ganho de volume tridimensional tecido 6sseo perdido,
na qual se utiliza materiais de substitui¢ao de tecido 6sseo, ou tecido 6sseo humano e que
tem como objetivo a reducdo do defeito. Para tal, sdo necessarias condi¢des apropriadas
para o crescimento de elementos osteogénicos (osteocondugdo), estimulagdo de células
indiferenciadas para formarem osteoblastos (osteoindugao) e a presenga de osteoblastos
capazes de sintetizar tecido 6sseo (Brozek et al., 2018; Kangari et al., 2020).

Osteoconducao ¢ definida como a estrutura tridimensional para os elementos
osteoblasticos e vasos sanguineos aderirem, proliferarem e formarem uma matriz
extracelular na sua superficie. A osteocondutividade de um enxerto permite a eliminagao
da formacao de tecido fibroso e cria uma interligacdo entre o enxerto e o tecido 6sseo
recetor (Brozek et al., 2018; Weber, 2019; Zhang et al., 2019). Os enxertos autdlogos e
alogenos, bem como diversos biomateriais, apresentam estas propriedades
osteocondutivas (Brozek et al., 2018).

A osteointegracdo ¢ definida como o estabelecimento de um contacto direto de
ancoragem entre o implante e o tecido 6sseo vivo, mantido durante a carga funcional
(Weber, 2019). Branemark foi quem introduziu este fenomeno bioldgico, em 1965, ao
descrever o sucesso da osteointegracao entre um implante de titdnio em tecido 6sseo vivo
e organizado. De facto, ao estudar o comportamento da microcirculagdo, cicatrizacdo e
remodelagdo Ossea de coelhos, observou que este metal, o titdnio, e o tecido Osseo
integravam-se perfeitamente, ndo havendo rejei¢ao (Albrektsson, 2019; Alghamdi, 2018;
Lopez-Piriz et al., 2019). Branemark introduziu este termo “osteointegracdo” para
descrever esta capacidade de uma fixagdo estavel do titdnio ao tecido dsseo, no entanto,
atualmente este conceito ¢ aplicado a todos os biomateriais que tém esta capacidade de
osteointegragdo, destinados a serem implantados ou incorporados com outros materiais,
com o objetivo de substituir, reparar ou regenerar o tecido dsseo (Guglielmotti et al.,

2019).
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A osteoinducgdo define-se pela capacidade de induzir a diferenciagao de MSCs,
previamente indiferenciadas, na linhagem osteogénica, produzindo tecido 6sseo, em
locais heterotopicos (Weber, 2019). A investigacdo na osteoindugdo comecou pelos
estudos pioneiros de Urist, em 1965, onde descreveu a formagao de tecido 6sseo apos
implantacao de matriz 6ssea desmineralizada em tecidos moles de coelhos, ratos, e porcos
da India, que orginaram a descoberta e clonagem de proteinas morfogenéticas 0sseas
(BMPs) (Weber, 2019).

Para a regeneragdo de tecido 6sseo sao requeridos trés elementos fundamentais:
células, fatores de crescimento/sinais morfogénicos indutores e uma matriz de suporte
(scaffold). Na atualidade existem duas op¢des de matrizes disponiveis para a terapia de
defeitos 0sseos, sdo eles os enxertos de tecido 0sseo naturais ou de tecido 0sseo sintético,
que serdo descritos posteriormente (Battafarano et al., 2021).

Moléculas sinalizadores do processo de cicatrizagdo dssea t€ém capacidade
osteoindutiva, indispensavel na estimulag¢do de produgdo de tecido 6sseo. Sdo exemplos
destas moléculas as BMPs, adesinas, hormonas, vitaminas e quantidades significativas de
fatores de crescimento (Brozek et al., 2018).

Como principais fatores de crescimento temos as BMPs, que induzem a
osteogénese através da diferenciagdo de MSCs em osteoblastos, proteinas angiogénicas
(VEGF), que regulam a proliferagdo de células endoteliais e fatores de crescimento de
fibroblastos (FGFs), que induzem a proliferagdo de células osteoblasticas e endoteliais
(Peri¢ Kacarevi¢ et al., 2020).

Alguns biomateriais ndo sdo osteoindutores e sdo, portanto, incorporados em
materiais bioceramicos, matrizes 0sseas demineralizadas e BMPs (Peri¢ Kacarevic et al.,
2020).

Para a regeneracdo de tecido dsseo o cirurgido tem a sua disposicdo diversos
biomateriais, representados esquematicamente na figura 8, que serdo descritos nos

proximos capitulos (Battafarano et al., 2021).
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Figura 8. Esquema representativo da classificagdo dos biomateriais para a regeneragdo de tecido 6sseo.

2.6.1 Diferenciacao Osteoblastica

Osteoblastos sdo as células que compdem o esqueleto humano, estritamente
reguladas em todas as fases de diferenciacdo, sdo extremamente versateis e muito
importantes, garantindo o desenvolvimento esquelético e a homeostase do organismo
(Ponzetti & Rucci, 2021). O tecido dsseo, apesar de se considerar imutavel, ¢ na verdade
bastante dindmico e ativo, o esqueleto humano desenvolve-se de modo a acomodar todos
0s 0rgaos, processo este que ¢ designado de modelagao 6ssea. Para tal, o tecido 6sseo
necessita de ser constantemente depositado e reabsorvido nas superficies apropriadas, de
forma regulada, incluindo dois tipos celulares principais: osteoblastos e osteoclastos
(Ponzetti & Rucci, 2021).

Uma vez atingido o pico de volume Osseo, a atividade osteobléastica ¢

contrabalancada pela atividade osteoclastica, resultando num equilibrio dinamico
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denominado de remodelagao 6ssea (Ponzetti & Rucci, 2021). No entanto, com o decorrer
da idade, a atividade dos osteoblastos comeg¢a a ser menor quando comparada com a
atividade dos osteoclastos, resultando em reabsor¢do Ossea, originando osteopenia ou
osteoporose (Ponzetti & Rucci, 2021).

Os osteoblastos sao derivados das células estaminais mesenquimais (MSCs) que
estdo alojadas na medula dssea. A sua diferenciacdo na linhagem osteoblastica ¢
controlada por diferentes fatores moleculares, principalmente pelas proteinas
morfogenéticas 6sseas (BMPs) e por uma via sinalizadora, a via WNT, que controla a
proliferagdo, ativacao e funcionalidade destas células (Ponzetti & Rucci, 2021).

O processo inicia-se com a diferenciacdo de uma célula osteocondroprogenitora
comum através da ativagdo de fatores de transcrigdo osteogénicos, como o fator RUNX?2,
OSX e DLXS. Essa célula tornar-se-a4 entdo um pré-osteoblasto, seguindo a transcrigdo
de genes osteogénicos como a fosfatase alcalina (ALP), e a cadeia de colagénio lal
(COL1AT1) que vai manter a sua expressao ao longo do tempo de vida do osteoblasto
maduro, juntamente com outros marcadores osteoblasticos comuns como osteopontina
(OPN), sialoproteina 6ssea II (BSPII) e osteocalcina (OCN) (Ponzetti & Rucci, 2021).

Apo6s a deposicao dssea dos osteoblastos, estes podem ter 3 destinos: apoptose,
tornarem-se células de revestimento de tecido dsseo, ou originar osteocitos (Ponzetti &
Rucci, 2021). Os osteocitos sao osteoblastos maduros e diferenciados, constituindo 90-
95% das células 6sseas no osso adulto, participando em inlimeros mecanismos,
nomeadamente na remodelacdo Ossea ao ativarem osteoblastos e osteoclastos (Lopes et

al., 2018a).

2.6.2 Tipos de Defeitos Osseos

A extensdo do defeito 6sseo ird determinar a escolha do tratamento, por parte do
cirurgido. Para defeitos 6sseos pequenos, entre 4 - 6 cm, os enxertos 6sseos sao a escolha
primaria, sendo os enxertos autdlogos, ou autoenxentos, uma opgao bastante atrativa por
serem recolhidos do préprio paciente, de variados locais como referido anteriormente,
reduzindo o potencial de reacdo imunitaria apds implantacdo. No entanto, para defeitos
considerados de tamanho amplo, maiores que 6 cm, a transferéncia de tecido livre ¢
necessaria (Luby et al., 2019).
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Viérias defini¢des foram propostas para classificar a qualidade dssea, contudo, o
sistema de classificagdo mais aceite foi proposto por Lekholm e Zarb, em 1985,
determinando a classificagdo de tecido 6sseo relativamente a qualidade. Foi classificado
em quatro tipos, baseando-se na observacao da quantidade de osso cortical e esponjoso
em areas do processo alveolar, ilustrados na figura 9 (Eskandarloo et al., 2019):

Tipo 1: tecido 6sseo cortical homogéneo;

Tipo 2: composto por uma camada espessa de tecido Osseo cortical circundante a
um nucleo de tecido 6sseo trabecular denso;

Tipo 3: uma fina camada cortical ao redor de um tecido 6sseo trabecular denso,
com resisténcia favoravel;

Tipo 4: representa uma fina camada de tecido 6sseo cortical envolvente de um

nucleo de tecido osseo trabecular de baixa densidade (Eskandarloo et al., 2019).

Figura 9. Classificagdo 6ssea proposta por Lekholm e Zarb em 1985.

Em 1988, Misch classificou em quatro grupos o tecido 6sseo, independentemente
da regido, de acordo com a densidade e localizagdo nas areas edéntulas maxilares e
mandibulares, baseando-se nas caracteristicas microscopicas do tecido 6sseo cortical e
trabecular. Esta classificacdo do tecido 6sseo na sua densidade permitiu delinear
diferentes protocolos para diferentes tipos de anatomia 6ssea. Desde entdo, para cada
classe de tecido dsseo, segundo a classificagao de Misch, tém sido propostos diferentes
planos de tratamento, protocolos cirurgicos, tempo de cicatrizagdo, etc (Makary et al.,

2019; Rokn et al., 2018).
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O tecido 6sseo cortical, denso ou poroso, ¢ normalmente encontrado na superficie
externa e inclui a crista alveolar de um rebordo edéntulo. O tecido 6sseo trabecular, fino
e espesso, € normalmente encontrado dentro da cépsula externa do tecido 6sseo cortical
e, ocasionalmente, pode ser encontrado na superficie da crista alveolar de um rebordo
residual edéntulo (Makary et al., 2019; Rokn et al., 2018).

Deste modo, estas quatro estruturas macroscopicas de tecido 6sseo podem ser
classificadas em tecido 6sseo cortical denso, tecido 6sseo cortical poroso, tecido 6sseo
trabecular espesso e tecido 0sseo trabecular fino. As categorias de tecido dsseo descritas
por Mich, podem ser organizadas da mais densa para a menos densa, tal como foi descrito

pela primeira vez por Frost e, estdo esquematizadas na tabela 3 e ilustradas na figura 10

(Makary et al., 2019; Rokn et al., 2018).

DENSIDADE OSSEA CARACTERISTICAS

Cortical denso

Cortical espesso, denso a poroso na
D2 periferia e trabecular fino no interior

Cortical poroso e fino na periferia,

D3 envolvendo um tecido 6sseo trabecular
fino

D4 Trabecular fino

D5 Imaturo, ndo mineralizado

Tabela 3. Classificagdo de Misch (1988): Densidade dssea.
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Figura 10. Densidade 6ssea definida por Misch (1988).

A densidade 6ssea D1 ¢ principalmente descrita como tecido 6sseo cortical denso
e encontra-se na regido anterior da mandibula. A D2, por sua vez, contém tecido 6sseo
cortical denso a espesso na crista e envolve tecido 6sseo trabecular espesso, normalmente
localizado na regido posterior da mandibula. J4 D3 ¢ um tipo de tecido dsseo que
apresenta tecido 6sseo cortical mais fino poroso no rebordo e tecido dsseo trabecular fino
no interior, que pode ser localizado na regido anterior maxilar e D4 ndo apresenta quase
nenhuma quantidade de tecido dsseo cortical, de modo que quase 100% do volume 6sseo
de D4 ¢ composto por tecido Osseo trabecular fino, podendo ser encontrado na area
posterior da maxila. Por fim, D5 corresponde a uma densidade 6ssea composta por
mineralizacdo 6ssea incompleta e largos espacgos intratrabeculares (Makary et al., 2019;
Rokn et al., 2018).

Os diferentes tipos de densidade 6ssea podem ser determinados pela localizagdo
genérica, por sensagdo tatil, durante a cirurgia ou por avaliagdo radiografica
computorizada. As localizacdes estdo representadas, de forma esquematica, na figura 11

(Makary et al., 2019; Rokn et al., 2018).
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Figura 11. Os diferentes tipos de densidade 6ssea, esquematizados nas regides frequentemente

encontrados.

A exodontia ¢ um fator desencadeante de uma cascata de eventos biologicos,
mediados por inflamagdo local e privacdo de estimulo mastigatorio, que altera a
homeostase e a integridade estrutural dos tecidos periodontais, como consequéncia, da-se
um processo de atrofia, caracterizado por reabsor¢ao do osso alveolar residual em apenas
poucas semanas apds a intervencdo. Mesmo a técnica cirtirgica mais conservadora pode
causar reabsorcao Ossea e conduzir 4 necessidade de técnicas de regeneracdo Ossea. A
extensdo e magnitude do processo de remodelagdo 6ssea pode variar, consoante fatores
individuais locais ou sistémicos, mas tipicamente resultam na reducdo vertical e
horizontal do rebordo alveolar (Avila-Ortiz et al., 2019).

A extragdo dentdria conduz a uma reabsorcao ossea alveolar, que rapidamente se
inicia nas semanas seguintes e perdura por varios anos. Diferentes estudos mostraram que
a reducdo de tecido 0sseo alveolar, apds extragdo dentéria, foi de 11% — 22% de altura
nos primeiros doze meses e, 29% - 63% em largura, contemporaneamente existe uma
reducdo de dois tergos do rebordo alveolar nos primeiros trés meses (Stumbras et al.,

2019).
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A reabsorcao 0ssea de um rebordo alveolar pode ser elevada, como nos casos de
dentes afetados por patologias periodontais ou endododnticas, traumatismos locais ou
técnica cirirgica que, possa vir a provocar uma fratura da parede vestibular do rebordo
alveolar, interferindo na cicatrizagdo e regeneracao ossea (Stumbras et al., 2019).

E importante executar o ato cirirgico com objetivo de preservar a maior
quantidade de tecido 6sseo alveolar, reduzindo o racio de reabsorc¢ao do rebordo edéntulo
e da remodelagdo dssea pos-operatoria (Stumbras et al., 2019).

De modo a classificar patologicamente e fisiologicamente os rebordos residuais,
Cawwod e Howell, em 1988, descreveram uma classificagdo em 6 tipos de reabsor¢ao
alveolar, ilustrados na figura 12 e 13, a partir de uma amostra de 300 cranios desidratados
na Royal College of Surgeons of Edinburgh: Classe 1 — presenca de dentes; Classe 11 —
rebordo alveolar imediatamente apds exodontia; Classe III — rebordo alveolar com forma
convexa, com altura e largura adequadas; Classe IV — forma em “lamina de faca”, ao
contrario da classe anterior, apresenta altura e largura inadequada; Classe V — rebordo
alveolar plano, com altura e largura inadequada, com perda do processo alveolar e Classe
VI — forma de depressao do rebordo alveolar, com evidente perda do tecido 6sseo basal,

podendo ser extensa sem padrao previsivel (Alshenaiber et al., 2021; Dekker et al., 2018).

Mais recentemente foi proposta a classificacdo de Colonia, para defeitos 6sseos
alveolares, de forma a abordar a morfologia e a necessidade de regeneracdo dos defeitos
Osseos. A classificacdo de Colonia para defeitos da crista alveolar de rebordos residuais
(CCARD, do inglés Cologne classification of the alveolar ridge defect), ilustrada na
figura 14, descreve os defeitos como horizontais, verticais e combinados, de diferentes
dimensdes (menor que 4 mm; at¢ 8 mm; mais de 8 mm) e ainda sugere recomendagdes
para a técnica de aumento de volume 6sseo, dependendo do tipo e da extensdo do defeito

(Nickenig et al., 2022).
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Figura 12. Classificacdo da reabsor¢ao alveolar segundo Cawood e Howell (1988), na Mandibula
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Figura 13. Classificag@o da reabsor¢io, segundo Cawood e Howell (1988), na Maxila posterior (A) e na

Maxila anterior (B).
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Figura 14. Classifica¢do de Colonia para defeitos da crista alveolar.

2.6.3 Enxertos Osseos

Atualmente o tratamento gold standard para a regenera¢do Ossea baseia-se na
utilizagdo de enxertos 6sseos, autdlogos ou alogenos (Ho-Shui-Ling et al., 2018b).

Para a regeneracao 0ssea, os materiais podem ser classificados em quatro grupos,
de acordo com a sua origem:

autoenxertos, sendo origindrios do mesmo individuo, apresentam-se como o
unico tipo de enxerto com as propriedades osteocondutoras, osteoindutoras e
osteogénicas. Este tipo de enxerto pode ser recolhido na cavidade oral, no tubérculo
maxilar, ramo da mandibula, sinfise mentoniana, espinha nasal anterior, tuberosidade
maxilar, regido retromolar, pilar canino, parede lateral da fossa nasal podendo ainda ser

recolhidos de regides extraorais, em maior quantidade, como por exemplo a crista iliaca
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(descrita como gold standard devido a quantidade elevada de tecido 0sseo disponivel) e
a calota craniana.

aloenxertos, provém de outro individuo da mesma espécie e quando comparado
com o autoenxerto, pode ser obtido em maiores quantidades. O risco de transmissao de
doengas e infegdes ¢ insignificante, no entanto, a remodelacao o0ssea da-se de forma mais
lenta.

xenoenxertos, provenientes de origem animal, como por exemplo bovino, equino
e porcino. A disponibilidade ¢ teoricamente aceite como ilimitada e tanto os xenoenxertos
como os aloenxertos sofrem um processo de acelularizagdo para diminuir a
antigenicidade;

aloplasticos, que s3o materiais sintéticos, oferecendo a enorme vantagem de
serem ilimitados e ndo apresentarem nenhum risco de transmissao de fatores patogénicos

para o recetor. Estes biomateriais podem ser ceramicos, polimeros e compositos

(Battafarano et al., 2021; Brozek et al., 2018).

2.6.4 Técnicas de Reconstrucio Ossea

O processo de regeneracao 0ssea € um fenomeno complexo, que envolve células
progenitoras, inflamatorias, endoteliais e hematopoiéticas. Este processo € composto pela
fase inflamatoria, o recrutamento de células progenitoras, a regeneracdo e remodelagdo
do tecido Osseo até a reparagdo. (Ho-Shui-Ling et al., 2018a).

O processo regenerativo requer elementos principais como: matriz extracelular,
células progenitoras e sinalizagdo morfogénica indutora (Brozek et al., 2018).

Os requisitos de matriz ideal para a regeneragdo de tecido Osseo sdo: ndo
toxicidade local e sistémica, servirem de suporte a atividade celular, permitirem a adesao
celular, proliferagdo, deposito de matriz extracelular, inducdo da formacao de tecido
0sseo e, ainda, promover a vasculariza¢ao (H. Lin et al., 2019).

Além dos enxertos 0sseos, existem outras técnicas de aumento de volume 6sseo
que combinam a utilizagdo de células com caracteristicas apropriadas e sinais
osteogénicos, células estaminais e materiais com capacidade adaptativa e indutora de
crescimento e que, estdo documentadas e disponiveis ao clinico (Bakhshandeh et al.,

2017; Brozek et al., 2018).
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A regeneragdo de tecido 0sseo pode ser conduzida utilizando quatro grandes
pilares, passiveis de serem realizados de forma separada ou combinada: biomateriais,
biomoléculas, células estaminais e aplicacdo de estimulo externo (Brozek et al., 2018;
Lopes et al., 2018a).

As técnicas disponiveis e mais descritas na literatura atualmente para a
regeneragdo Ossea sdo: a regeneracdo dOssea guiada (ROG); a distracdo dssea (DO); a
utilizagdo de blocos dsseos (onlay grafting, inlay ou interposicionais; a utilizacdo de
MSCs ou terapia celular, promovendo a formacao de tecido 6sseo in vivo; elevagao do
pavimento do seio maxilar (sinus [ift); a expansdo da crista alveolar (ridge splitting); a
preservagdo de alvéolo dentario (socket preservation) e a técnica interposicional
mandibular (mandibular interpositional grafting). A decisdo da terapéutica escolhida esta
dependente da determinacdo e do conhecimento aprofundado do cirurgido, nas técnicas e
nos materiais disponiveis (Atef et al., 2019a; Brozek et al., 2018; Roseti et al., 2017;
Starch-Jensen & Becktor, 2019a; Tan et al., 2019; Testori et al., 2019a; Urban et al., 2019;
Zhao et al., 2017).

Para se conseguir uma eficiente e correta regeneracdo de tecido Osseo sdo
necessarios trés elementos: matriz extracelular; moléculas sinalizadoras do processo de
reparacdo como BMPs, adesinas, hormonas, vitaminas e fatores de crescimento; células
que sejam afetadas pelos fatores de crescimento. Estas células sdo células indiferenciadas,
tais como células estaminais, células parcialmente diferenciadas, como pré-osteoblastos
e fibroblastos, e ainda fibrocitos e ostedcitos. As células podem ser separadas e
multiplicadas numa cultura in vitro, antes de serem implantadas no defeito 6sseo (Brozek
et al., 2018).

Os fatores de crescimento mais descritos na literatura para a regeneragdo 0ssea e
utilizados em Implantologia sdo: as proteinas morfogenéticas BMP-2, BMP-7 e os fatores
de crescimento derivados de plaquetas (PDGF) (Ho-Shui-Ling et al., 2018b).

Apo6s um material ser implantado, dd-se uma interacao entre a corrente sanguinea
e o biomaterial, levando a uma resposta inflamatoria, como referido anteriormente.
Imediatamente, ocorrem mudangas no fluxo sanguineo resultando na proliferacdo de
células e proteinas dos tecidos circundantes, induzindo a formac¢ao de um trombo. Este
trombo ¢ composto por plaquetas, fibras de fibrina e células sanguineas, cuja combinagao
permite, ao trombo, formar uma base sanguinea provisoria provida de uma matriz que ¢
rica em fatores de crescimento, os quais recrutam e regulam células da medula dssea.

Estas células gerem o processo de reparacao de tecido 6sseo (Peri¢ Kacarevic et al., 2020).
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2.6.4.1 Regeneracio Ossea Guiada (ROG)

A regeneracdo O0ssea guiada presume que atinge o sucesso quando a re-populagao
do defeito Osseo esta exclusiva as células osteoprogenitoras, prevenindo a entrada no local
de tecidos ndo osteogénicos (Elgali et al., 2017). Esta técnica pressupde a utilizagdo de
membranas, ou barreiras, contendo caracteristicas ideais: serem biocompativeis;
apresentarem capacidade de exclusao celular, evitando a invasao de tecidos epiteliais e
conjuntivos; estabilidade mecanica e fisica; manutencdo de um espago destinado a
migragdo das células do tecido dsseo circundante; e integracdo (Elgali et al., 2017).

As membranas utilizadas podem ser classificadas em dois grandes grupos:
reabsorviveis e ndo-reabsorviveis (Elgali et al., 2017). As membranas reabsorviveis
podem ser, por exemplo, membranas de colagénio (reticuladas ou ndo) e dacido
poliglicélico. No grupo das membranas nao-reabsorviveis estdo incluidas as membranas
d-PTFE, e-PTFE, malhas e folhas de titanio (Atef et al., 2020; Hameed et al., 2019).

A ROG tem por légica criar um espago isolado, com a membrana a estabilizar o
coagulo e o enxerto, evitando a migracdo para o local de células epiteliais e de tecido
conjuntivo. Atingido o pressuposto, as células osteogénicas proliferam, formando novo
0ss0 € minimizando a reabsorc¢ao 6ssea (Hameed et al., 2019).

Na literatura tem sido proposto diferentes misturas de enxerto dsseo particulado
para esta técnica, no entanto, a utilizagdo de membranas reabsorviveis de colagénio esta
limitada a pequenos e moderados defeitos 6sseos, devido 4 menor capacidade das mesmas
em estabilizacdo e criacdo de espaco (Atef et al., 2020; Hameed et al., 2019). Quando a
inten¢do ¢ gerar um aumento de osso em defeitos horizontais severos, ou que apresentem
uma componente vertical combinada, a membrana recomendada tera de ter uma
capacidade de estabilizacao superior, como € o caso das membranas a base de titanio, que
representam o gold standard para esta técnica de regeneracdo 6ssea (Li et al., 2021; Urban
& Monje, 2019).

No seu surgimento, eram utilizados como matrizes de enxertos dsseos autdlogos,
que com o avanc¢o da medicina outros materiais de enxerto, como xenoenxertos, sao
correntemente utilizados. Desta forma, para o ganho de volume horizontal, vertical ou
uma combinacdo de ambos, em defeitos 6sseos de pequenas e médias dimensdes, a sua
necessidade determina o local, a origem e o tipo de enxerto a escolher por parte do clinico

(Urban & Monje, 2019).
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Com o avang¢o da investigagdo da engenharia tecidular, esta técnica cirurgica
combinada com a terapia celular de células estaminais mesenquimais, demonstrou
resultados excelentes e promissores (Colpak et al., 2019).

Neste contexto, a engenharia tecidular tem como principio o uso combinado de
células progenitoras (MSCs), matriz extracelular (scaffold) e/ou elementos moleculares
(fatores de crescimento) envolvidos num processo fisioldgico regenerativo para aplicacao
terapéutica. Especificamente na regeneragdo dssea, normalmente estd envolvida a recolha
de MSCs de uma fonte autdloga, ou de um banco de células, seguida da sua manipulagdo
ou amplificagdo ex vivo € combinacdo com um biomaterial associado a uma matriz
adequada para a implantagdo in vivo (Miguita et al., 2017; Shanbhag et al., 2019) .

Colpak et al, em 2019, realizaram um estudo comparativo histoldégico na
realizacdo da técnica de regeneracao 0ssea guiada para aumento de volume dsseo vertical,
utilizando um método tradicional bem estudado e previsivel, que ¢ a utilizagdo de um
xenoenxerto particulado de bovino em conjunto com uma membrana de colagénio e a
utilizagdo de células estaminais mesenquimais da polpa dentaria (DPMSCs) com uma
matriz associada a um enxerto Osseo particulado desproteinizado de bovino. Como
resultados obtiveram que a utilizagdo de MSCs demostrou uma mineralizacdo e
maturagdo precoce de novo tecido 6sseo formado (Colpak et al., 2019).

Muitas outras técnicas cirurgicas foram desenvolvidas para reconstruir ou
prevenir defeitos Osseos alveolares, baseadas nos principios da regeneragdo dssea guiada
e podendo ser utilizadas em combinacao, sdo elas: o levantamento do pavimento do seio
maxilar (sinus lift); a expansao da crista alveolar (ridge splitting); e a preservacao de

alvéolo dentario (socket preservation) (Adamicka et al., 2021).

2.6.4.2 Elevacao do Pavimento do Seio Maxilar — Sinus Lift

A técnica de elevagdo do pavimento do seio maxilar (sinus lift) ¢ utilizada
amplamente no tratamento de reabsor¢ao dssea maxilar, que continua a representar um
desafio clinico para a medicina regenerativa e medicina dentaria devido a presenca do
seio maxilar (Rapone et al., 2022).

O seio maxilar constitui um espago pneumatico com forma piramidal onde se
encontram, frequentemente, septos intra sinusais como forma de refor¢o. A delimitagao
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do seio maxilar ¢ constituida por uma membrana, a membrana de Schneider, que esta
aderida ao osso subjacente. E uma membrana fina, caracterizada por ser revestida por
epitélio pseudoestratificado ciliado (Testori et al., 2019b).

A técnica de elevagdo do pavimento do seio maxilar ¢ usualmente designada por
sinus lift, fol primeiramente descrita por Tatum, em 1976, e publicada por Boyne e James
em 1980. E uma técnica simples, amplamente utilizada e previsivel, que tem como
finalidade a reabilitacdo de areas edéntulas do maxilar posterior (Parnia et al., 2018;
Testori et al., 2019b).

O objetivo principal da aplicagdo cirurgica de um enxerto 6sseo alveolar ¢
promover o processo regenerativo natural do tecido 6sseo, com a combinagao de células,
materiais de enxerto 0sseo e fatores de crescimento (Rapone et al., 2022).

Virias formas de acesso tém sido estudadas para aplicar esta técnica, no entanto,
a abordagem crestal e a técnica da janela lateral sdo as mais comuns (Parra et al., 2018).

A técnica da janela lateral consiste em realizar-se uma janela 6ssea, com recurso
a instrumentos de corte rotativo ou piezoelétricos, na parede vestibular do seio maxilar.
Em seguida, reposiciona-se a membrana de Schneider para uma posi¢do mais elevada que
facilite a colocagdo dos materiais de enxerto (Juzikis et al., 2018).

A abordagem crestal foi pela primeira vez proposta por Summers, em 1994 ¢ ¢
outra opg¢ao de tratamento na técnica sinus lift que pressupde a realizacao de um acesso e
a utilizagdo de ostedtomos, que permite a elevacdo da membrana de Schneider, ndo so6
pela compactacdo gerada pela pressdo dos ostedtomos, mas também da insercdo de
enxerto pelo acesso (Elian & Barakat, 2018).

Outras modificagdes a estas abordagens foram propostas, de modo a reduzir as
complicacdes mais comumente associadas, como a perfuragdo da membrana de
Schneider, utilizando equipamentos descritos como atraumaticos € ndo invasivos, como
¢ o caso da cirurgia piezoelétrica, descrita por Wallace et al, em 2007 (Lumbau et al.,
2021).

A escolha pela técnica cirtrgica a ser aplicada, bem como dos materiais utilizados,
estdo dependentes do nivel de experiéncia do cirurgido e do conhecimento das técnicas e
dos materiais disponiveis, da anatomia individual do seio maxilar e das possiveis
contraindicac¢des e complicagdes possiveis de ocorrer (Testori et al., 2019b).

A complicagdo cirirgica mais ocorrente na elevacao do pavimento do seio maxilar
(sinus lift) € a perfuracdo da membrana de Schneider (Testori et al., 2019b). Segundo a

literatura, o racio de perfuracdo da membrana é de 25%, quando sdo utilizados
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instrumentos rotatérios. A perfuragao desta membrana pode ocorrer na preparagao da
janela lateral (especificamente com instrumentos rotatorios) e manipulacdo da propria
membrana; pressdo excessiva da membrana na impactacdo de materiais de enxerto 6sseo
(Testori et al., 2019b). A forma mais comum de complicagdao ¢ a utilizacdo de uma
membrana de colagénio reabsorvivel, no entanto, estdo descritas na literatura outras
op¢des de materiais a serem utilizados (Testori et al., 2019b).

Como ja foi referido anteriormente, o material descrito como gold standard é o
enxerto 0sseo autdlogo, usado em blocos ou particulado, por apresentar propriedades
biologicas e mecanicas excelentes, no entanto, pode sofrer reabsor¢cdo do enxerto e
apresenta disponibilidade limitada. Além das limitacdes mencionadas, morbilidade da
zona dadora e risco de infe¢do local sdo descritas como limitagdes ao uso de enxerto 6sseo
autdlogo (Rapone et al., 2022).

Virios sdo os materiais disponiveis para a técnica de sinus /ift. A combinacdo de
tecido dsseo autdlogo e xenoenxerto tem sido estudado em varios estudos histolégicos,
demonstrando-se que a utilizagdo xeno enxerto de bovino desproteinizado promove a
viabilidade e proliferacao celular (Rapone et al., 2022). Outra possibilidade ¢ a utilizacao
de plasma rico em plaquetas (PRP) ou fibrina rica em plaquetas (PRF), o que foi
demonstrado in vitro e in vivo, capacidade de cicatrizagdo tecidular, promovendo o
processo de regeneracdo O0ssea, homeostase Ossea e vascularizacao para o tratamento de
defeitos 0sseos (Rapone et al., 2022).

A terapia celular com células estaminais tem vindo a crescer exponencialmente,
devido aos resultados promissores demonstrados in vitro € in vivo, a utilizagao de cé€lulas
estaminais mesenquimais (MSCs) em combina¢do com uma matriz osteocondutiva ou
materiais osteoindutivos, constitui uma terapia excelente para a regeneracdo Ossea. De
acordo com a literatura, varios artigos revelam que a utilizagdo de células estaminais
mesenquimais da medula 6ssea (BMMSCs) sdo uma nova e promissora técnica para a
abordagem do Sinus Lift (Lumbau et al., 2021; Parnia et al., 2018).

Zhou et al, realizaram um estudo clinico, no qual testaram a diferenciacao
osteoblastica das BMMSC:s in vitro. Os resultados demonstraram ter havido uma maior
quantidade de tecido 6sseo neoformado (Parnia et al., 2018).

Baseando-se nos resultados obtidos, a técnica de Sinus Lift, com utilizagdo de
MSCs em combinacao com xenoenxertos 0sseos, associados a capacidade osteogénica, a

maturagdo Ossea e ao processo de mineralizagdo demonstraram ser superiores e, como tal,
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foi proposta a terapia celular como uma opgao viavel de tratamento para o aumento de

volume 6sseo do seio maxilar (Parnia et al., 2018).

2.6.4.3 Enxerto de Bloco

A melhor técnica documentada para a corre¢do de um defeito 6sseo horizontal,
vertical ou combinados ¢ a utilizacdo de enxerto dsseo autdlogo em bloco, na qual sao
utilizados parafusos de fixagdo do bloco ao leito nativo, para que se obtenha uma
estabilizacdo do enxerto, fundamental para o sucesso da técnica (Chiapasco & Casentini,
2018; Hameed et al., 2019).

A utilizacdo de enxertos 6sseos autdlogos em bloco ¢ considerada uma técnica
gold standard por apresentar propriedades de osteoconducdo, osteoinducdo e
osteogénese. No entanto, a técnica estd limitada a disponibilidade das zonas dadoras e a
morbilidade associada a colheita do enxerto (Hameed et al., 2019; Starch-Jensen &
Becktor, 2019b).

O comportamento biologico desta técnica ¢ bem conhecido na literatura e combina
os processos de remodelacdo osteoclastica e integragdo osteoblastica, levando a
cicatrizagdo e incorporacdo do enxerto. A Unica situagdo clinica com pouca indicacao
para aplicagdo da técnica ¢ a existéncia de um defeito Osseo irregular, de grandes
dimensdes (Chiapasco & Casentini, 2018).

Durante o processo de cicatrizagdo, existe reabsorcdo do enxerto, considerada
como sendo um processo natural (Zaki et al., 2018).

No processo de incorporagdo do enxerto, a interface entre o enxerto e o local
recetor € preenchido numa primeira fase com tecido dsseo esponjoso recém-formado. De
seguida, ¢ formado novo tecido dsseo, dentro do enxerto, pela formagdo dos chamados
cortes de cone, que representam uma conexao em tunel entre o tecido 6sseo nativo € o
enxerto (Chiapasco & Casentini, 2018).

O enxerto autdlogo de crista iliaca sofre maior reabsor¢ao quando comparado com
outros enxertos da cavidade oral, no entanto, as fontes dadoras intraorais apresentam
pouca disponibilidade, o que estd pouco indicado na reconstru¢do de mandibulas

severamente atroficas (de Santis et al., 2017).
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Os blocos 6sseos podem ser colhidos de zonas dadoras extra e intraorais, sendo a
sua escolha dependente do volume dsseo necessario, do tipo de defeito dsseo, o tipo de
enxerto (cortical ou esponjoso), da origem e da morbilidade associada. Como zonas
dadoras intraorais de blocos autdégenos temos: a sinfise mandibular, o mento, o ramo
madibular e tuberosidade maxilar; as zonas extraorais sdo: crista iliaca, calvaria, tibia e a
fibula (Atef et al., 2019b).

Além de enxertos autdlogos, enxertos alogénicos e xenogénicos podem ser
utilizados (Plonka et al., 2018).

A utilizagdo de membranas como barreira protetora dos enxertos em bloco tem
sido amplamente sugerida, de forma a reduzir a taxa de reabsor¢ao, no entanto, a literatura
também correlaciona a utilizagdo de membranas com maior taxa de complicagdes,
nomeadamente a deiscéncia da ferida e a exposi¢ao da propria membrana (Zaki et al.,
2018).

A revascularizagdo do enxerto ¢ fundamental para manter a vitalidade do mesmo.
Este recebe vasos sanguineos a partir do tecido conjuntivo circundante, sendo uma causa
para a reabsorcao do proprio enxerto (Zaki et al., 2018).

A técnica cirtirgica de enxerto 6sseo em bloco pode ser dividida na técnica onlay
e inlay (Louis & Sittitavornwong, 2019). A técnica onlay pressupoe a fixagdo do enxerto
em bloco na crista alveolar ou na regiao vestibular do rebordo, enquanto a técnica inlay
presume a coloca¢do sob o pavimento do seio maxilar ou das fossas nasais (Louis &
Sittitavornwong, 2019).

A utilizagdo de enxertos em bloco onlay esta bem documentada na literatura. A
hipdtese de enxertos interposicionais relaciona-se com o contacto intimo entre as partes
laterais do enxerto e a zona recetora, resultando numa maior area de interagao.
Adicionalmente, ao existir uma maior area de contacto, o processo de angiogénese €
acelerado, induzindo o aumento do potencial de osteoinduc¢do e osteoconducdo. A
angiogénese do enxerto onlay da-se principalmente numa tnica dire¢@o, podendo ser uma
explicagdo para a taxa de reabsor¢do do enxerto de bloco ser superior na ténica onlay do
que na técnica inlay (Atef et al., 2019b).

A ténica onlay faz uso de uma incisao subperidstea, expondo a zona alveolar, onde
entdo ¢ fixado e bem-adaptado o enxerto em bloco ao tecido 6sseo nativo e, qualquer gap
existente entre o local recetor e o enxerto dsseo, pode ser coberto utilizando enxerto 6sseo

particulado, usualmente alolenxertos ou xenoenxertos (Louis & Sittitavornwong, 2019).
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Na técnica inlay a incisdo ¢ de espessura total e a osteotomia ¢ realizada a nivel
horizontal e obliquo. Apos a osteotomia, o segmento de tecido dsseo ¢ transportado ¢
levantado no sentido coronal, preservando vascularizacdo, segue-se a implantacdo do
enxerto 06sseo entre o segmento dsseo e o tecido 6sseo basal. Tal como na técnica onlay,
na técnica inlay, os espacos entre o enxerto 0sseo € o tecido 6sseo nativo podem ser

preenchidos com diferentes tipos de enxertos 6sseos particulados (Atef et al., 2019b).

2.6.4.4 Técnica Interposicional Mandibular

A corre¢do de deformidades esqueléticas e dentarias maxilofaciais usualmente
inclui intervengdes na maxila e na mandibula. A osteotomia de LeFort I é utilizada para
corrigir discrepancias horizontais, verticais e transversais. O reposicionamento da maxila
cria um espaco interposicional dsseo, a regeneracdo Ossea através de enxerto
interposicional origina um stop mecanico, providenciando uma matriz para a ossificagao
secundaria, acelerando a unido 6ssea (Sharma & Stringer, 2019).

O enxerto 0sseo interposicional, também denominado como osteotomia em
sanduiche, foi pela primeira vez descrito em 1976, por Schettler, que utilizou esta técnica
para o aumento de volume Osseo vertical da mandibula anterior edéntula (Louis &
Sittitavornwong, 2019). Esta técnica consiste na separacao de parte superior da crista
mandibular (processo alveolar) da parte inferior. Apos a osteotomia, ¢ interposicionado
material de enxertia 0ssea no espago criado, sendo que esta técnica ¢ normalmente

realizada com enxertos dsseos de bloco (de Groot et al., 2018).

2.6.4.5 Distragiio Ossea

A distragdo 6ssea (DO) ¢ uma técnica que permite a reparagao natural do tecido
0sseo, com crescimento ¢ formagdo gradual de novo tecido désseo, preenchendo um
espaco criado pela separacao local (lenta e sob tensdo) de um segmento dsseo. A distragao

do segmento 6sseo pode ser realizada na direcdo vertical e/ou na horizontal. As vantagens
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desta técnica incluem ndo necessitar de um local dador, reduzindo a morbilidade pos-
operatdria, a manuten¢do de um fluxo sanguineo apropriado e o aumento simultdneo de
tecidos moles e duros e a corregdo de defeitos dsseos verticais (Hameed et al., 2019; Zhao
etal., 2017).

Na técnica de distragao ossea (DO), tanto tecidos duros como tecidos moles
sofrem aumento, o segmento 6sseo ¢ mobilizado de maneira semelhante 4 utilizagdo de
enxertos dsseos interposicionais. O distrator ¢ fixo ao segmento dsseo basal e ao segmento
osseo a ser deslocado através de parafusos, com um gap de aproximadamente de 1 a 2
mm (Hameed et al., 2019; Louis & Sittitavornwong, 2019).

O dispositivo de distracdo ¢ ativado, passado uma semana da cirurgia, sendo feita
a distracdo de 1mm por dia, dividido em duas ativagdes de 0,5mm a cada 12h (Louis &
Sittitavornwong, 2019).

E necessaria uma altura minima de 6 a 7mm acima do nervo alveolar inferior para
evitar lesionar o nervo ou fraturar o segmento 6sseo ou a mandibula (Louis &
Sittitavornwong, 2019). A limitagao principal desta técnica € nao poder ser utilizada para
aumento de volume 6sseo vertical e horizontal simultaneamente (Hameed et al., 2019;
Plonka et al., 2018).

O principio basico da DO inclui um periodo de laténcia (aproximadamente sete
dias) para a cicatrizacao pds-cirurgica dos tecidos moles, a fase de distracdo propriamente
dita, em que o tecido dsseo ¢ segmentado e os dois segmentos sofrem uma separacao
gradual e incremental (num racio de Imm por dia através da ativagao do distrator) e, uma
fase de consolidagdo que se entende pela formacao de tecido 6sseo no novo espaco criado

(3 a4 meses) (Louis & Sittitavornwong, 2019).

2.6.4.6 Expansao da Crista Alveolar — Ridge Splitting

A técnica de expansdo da crista alveolar (ridge splitting) ¢ uma alternativa as
técnicas descritas para aumento de volume 6sseo horizontal, incluindo a distragao 6ssea,
tendo um resultado e processo de cicatrizacdo semelhante a esta (Starch-Jensen &
Becktor, 2019b).

Nentwing, em 1986, reportou uma técnica de divisdo Ossea da crista alveolar em
que, simultaneamente, permitiu a expansdo da crista e a inser¢ao de implantes. O
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procedimento cirargico consiste na divisdo das paredes Osseas corticais da crista alveolar,
criando um espago no meio, no qual se inserem implantes dentdrios e biomateriais.
(Waechter et al., 2017).

Perante uma crista alveolar estreita, a expansao do osso alveolar por divisao (split)
longitudinal, ¢ uma técnica que pode ser utilizada para o aumento de espessura da crista,
pressupondo que as placas de tecido 6sseo cortical, vestibular e lingual, ndo estejam
fundidas e que esteja presente tecido 6sseo esponjoso (Starch-Jensen & Becktor, 2019b).
A existéncia deste tecido 0sseo esponjoso € fulcral para facilitar ndo s6 a introducao dos
instrumentos para a expansao da crista alveolar, mas também, de modo a garantir uma
vascularizagdo suficiente durante a fase de cicatrizagdo (Starch-Jensen & Becktor,
2019b).

Deste modo, as indicagdes para esta técnica requerem uma espessura minima da
crista alveolar de cerca de 3 mm. Cristas alveolares que apresentem reabsor¢do severa,
com falta de elasticidade ou a presen¢a da linha obliqua externa na regido mandibular
posterior, dificultam a expansdo e o deslocamento da crista alveolar por falta de volume
osseo medular. Esta técnica ¢ recomendada nos casos em que a altura da crista alveolar ¢
adequada, porém a largura ¢ insuficiente (Starch-Jensen & Becktor, 2019b; Waechter et
al., 2017).

Como materiais disponiveis para esta técnica cirirgica temos: cinzéis, ostedotomos
e dispositivos piezocirurgicos (Starch-Jensen & Becktor, 2019b; Waechter et al., 2017).

A principal vantagem desta técnica, comparando com os principios da ROG, ou
enxerto em bloco, ¢ precisamente o tempo de tratamento reduzido e a redugdo da
morbilidade, porque ndo € necessario efetuar a colheita de tecido 6sseo de um local dador.
De acordo com a literatura atual a reconstrucao horizontal de cristas alveolares com a
técnica de ridge splitting ¢ um procedimento cirurgico efetivo, previsivel, com resultados
rapidos, apresentando um alto indice de sucesso na reabilitacdo com implantes dentarios,
consegue-se uma expansao da crista alveolar atrofica, ndo apresentado complicagdes
bioldgicas e cirtrgicas (Starch-Jensen & Becktor, 2019b; Waechter et al., 2017).

Assim sendo, a técnica de expansdo da crista alveolar é mais previsivel em
aumentos de volume 6sseo maxilares, devendo-se a cortical 6ssea e ao tecido 0sseo
medular ser mais esponjoso e associado a maior vascularizagdo. De acordo com a
literatura mais recente, verificou-se existir um maior ganho de volume 6sseo no maxilar

do que na mandibula (Starch-Jensen & Becktor, 2019b).
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2.6.4.7 Preservacao do Alvéolo Dentario — Socket Preservation

A exodontia estd indicada quando um dente ndo apresenta uma condi¢do para ser
restaurado ou nao pode ser mantido em boca, por um periodo longo, devido a fungao ou
estética (Juodzbalys et al., 2019)

O inicio do processo de cicatrizacdo do alvéolo, apds a extragdo dentdria, €
clinicamente observado com a formag¢do de um coagulo sanguineo, finalizado pelo
encerramento epitelial. Este processo pode preservar as dimensdes 0sseas originais, com
formagao de tecido 6sseo sem intercorréncias, no entanto, mesmo a técnica cirdrgica mais
conservadora pode causar reabsor¢do Ossea, implicando a necessidade da utilizagdo de
técnicas para aumento de volume 6sseo (Juodzbalys et al., 2019; Stumbras et al., 2019).

Como descrito anteriormente, a exodontia ativa uma cascata de acontecimentos
bioldgicos, inerentes a resposta do organismo, mediada por fatores inflamatorios pos-
cirrgicos, como consequéncia ocorre um processo bioldgico de atrofia dssea, processo
este que ocorre nas primeiras semanas imediatamente apos a extracdo, e que se prolonga
por toda a vida (Stumbras et al., 2019).

Diferentes estudos demonstram os seus resultados ao avaliar a perda Ossea
alveolar, ao longo do tempo e, em média a reabsorc¢ao do alvéolo nos primeiros trés meses
representa dois tercos da area da crista Ossea residual, sendo que no primeiro ano
apresenta uma reabsor¢do 6ssea de 50% na sua largura (Juodzbalys et al., 2019).

Para diminuir a reabsor¢do alveolar pds-extracdo e/ou restaurar as paredes do
alvéolo lesionadas, varios protocolos de tratamento tém sido recomendados, visando
limitar a severidade de reabsor¢do 6ssea, no entanto nenhuma técnica permite prevenir a
sua ocorréncia a 100% (Juodzbalys et al., 2019).

As técnicas de preservagdo do alvéolo dentédrio incluem: o preenchimento do
mesmo com biomateriais (associado a tecido 6sseo particulado), geralmente denominado
de ARP-SG (na lingua nativa alveolar ridge preservation via socket grafting); com
associacdao ou ndo a membranas de barreira (Avila-Ortiz et al., 2019).

A regeneragdo Ossea, como explicado anteriormente, requere a migragdo de
células especificas para a zona de cicatriza¢gdo, de modo a promover o substrato biologico
necessario para a neoformacao 0ssea. A migracao celular, proliferacdo e diferenciacao

sao reguladas por um numero de fatores soluveis, em coordenacdo com sinais
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extracelulares, suporte tridimensional, vascularizacdo e matrizes (Pranskunas et al.,
2019).

As MSCs tém sido analisadas como terapia potencial para a preservacdo e
regeneracao alveolar. Pranskunas et al, em 2019, realizaram uma revisao sistematica na
qual analisaram a preservacao alveolar utilizando fatores de crescimento e células
estaminais. Nesta revisdo descreveram trés estudos onde se utilizaram células estaminais
mesenquimais (MSCs), recolhidas da crista iliaca, diferindo no processo de cultura e
purificagdo, na qual os autores apresentaram resultados positivos, com a técnica utilizada,

para a preservacao do alvéolo dentario (Pranskunas et al., 2019).

2.7 Aplicacio de Células Estaminais Mesenquimais

O desenvolvimento técnico mais significativo em engenharia tecidular nas
técnicas de regeneracdo Ossea, consiste na producdo de uma matriz biologica na qual o
biomaterial é colonizado por células especificas (Battafarano et al., 2021).

As matrizes sao consideradas uma estrutura ou meio de cultivo para as células
estaminais, que também servem como agente ativo para essas células no processo de
implantacao in vivo (Yorukoglu et al., 2017).

As MSCs desempenham um papel fundamental ao tornarem-se osteoblastos e
condrécitos com capacidade de formagdo de tecido Osseo, que em seguida sofrem
ossificacdo endocondral, sendo, portanto, mais adequadas que as ESCs e iPSCs e até
mesmo que osteoblastos (numero limitado e potencial de proliferacdo reduzido) para a
regeneragao de tecido 6sseo com terapia celular (Battafarano et al., 2021).

A aplicagdo de MSCs para regeneracdo Ossea consiste na transplantagdo de células
estaminais mesenquimais da medula 6ssea (BMMSCs) e a administragdo de MSCs
expandidas numa cultura in vitro (Battafarano et al., 2021).

Nestas abordagens, as MSCs sdo implantadas com um enxerto dsseo sintético, de
modo a ocorrer regeneracao in situ. A utilizagdo de matrizes facilita a incorporagao de
MSCs para o defeito 6sseo e reduz o risco de formacdo de tecido Osseo ectdpico

(Battafarano et al., 2021).
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A diferenciagdo de cé€lulas estaminais na linhagem osteogénica pode ser dividida
em trés fases principais: pico numérico de células, diferenciacdo celular e produgdo de
osteocalcina e osteopontina (OPN) (Lopes et al., 2018a).

Na medula 6ssea, as BMMSCs residem num nicho especifico, como descrito
anteriormente, composto por uma variedade de células de suporte, incluindo células
progenitoras hematopoiéticas, osteoclastos, células imunitdrias e sanguineas. A
diferenciagdo osteogénica de MSCs ¢ influenciada por fatores segregados por
osteoblastos e osteocitos, no entanto, a cultura in vitro de MSCs com ostedcitos tem
revelado um potencial de diferenciacao superior quando comparado com uma cultura de
MSCs em conjunto com osteoblastos, no entanto, a proliferacao celular € maior na cultura
contendo osteoblastos (Lopes et al., 2018a).

A manuten¢do de um microambiente funcional no nicho 6sseo, depende do nivel
preciso da linhagem hierarquica de HSCs e MSCs, para que a osteoblastogénese e a
hematopoiese se mantenham em constante equilibrio. Dessa forma, os osteoblastos que
expressem de forma positiva N-caderina, interagem com HSCs auxiliando a ancoragem
destas células ao nicho osteoblastico (Lopes et al., 2018Db).

Na literatura cientifica existe um consenso no procedimento protocolar para a
diferenciagdo osteogénica de MSCs in vitro, pela adicdo ao meio de cultura de uma
monocamada confluente de dexametasona, acido ascorbico ou [-glycerofosfato
(Yorukoglu et al., 2017).

Diversos métodos podem ser utilizados para a colonizacao e cultura destas células,
por exemplo, as MSCs podem ser desenvolvidas num meio de cultura numa matriz
previamente criada ou, noutro caso, ser realizada a deposicdo simultidnea de MSCs e
biomateriais (Battafarano et al., 2021).

As abordagens de diferenciacdo de células estaminais em células Osseas
funcionais sdo baseadas em estimulos externos, que incluem plataformas
mineralizadas/mineralizaveis, semelhante ao processo de ossificagdo endocondral (Lopes
et al., 2018b).

Yuan et al, em 2010, introduziram a ideia de ceramica baseada em fosfato de
calcio como estratégia de ser um biomaterial osteoindutivo. O fosfato de calcio com
diferentes composi¢des quimicas, como hidroxiapatita, fosfato tricalcico, e mistura de
ambos (fosfato de calcio bifasico) foram testados na sua capacidade em induzir a
diferenciagdo in vitro de MSCs, tal como a capacidade de formagdo ossea in vivo (Lopes

etal., 2018b).
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Zhang et al deduziram que as BMMSCs demonstram um potencial osteogénico
superior as ATMSCs, quando introduzidas numa matriz tridimensional bio mimética
composta por policaprolactona e fosfato tricalcico, cultivadas num meio de cultura com
fatores de diferenciagdo osteoblastica (Luby et al., 2019).

Em suma, numa primeira fase as MSCs aut6logas ou aldgenas sdo isoladas e
expandidas in vitro, de modo a garantir populacdo celular suficiente e adequada. De
seguida, sdo estimuladas para induzirem a diferenciacdo osteogénica e incorporadas num
biomaterial, podendo conter moléculas como fatores de crescimento. Em alternativa, as
MSCs podem ser implantadas, para que este processo se desenvolva in vivo. Idealmente
a escolha da técnica a realizar, por parte do cirurgido, deve ter como objetivo a promogao
de um ambiente propicio para que exista uma estimulagdo continua, de forma que estas
c€lulas formem novo tecido 6sseo (Ho-Shui-Ling et al., 2018b).

As BMMSCs sdo as células estaminais mesenquimais (MSCs) mais utilizadas
desde a descoberta desta populacao celular, hd mais de 50 anos. Consequentemente sdo
as mais utilizadas frequentemente para a regeneragdo 0ssea, quer no estado original de
recolha ou apds cultura e expansao in vitro. Como matrizes, segundo a literatura, as mais
utilizadas sdo enxertos Osseos, os materiais aloplésticos e matrizes de colagénio (Ho-
Shui-Ling et al., 2018b).

O processo de cicatrizagdo 6ssea combinado com a terapia celular de MSCs, tem
sido melhorado através biomateriais como por exemplo: materiais metalicos, ceramicas
polimeros e materiais compostos. Desai et al, demonstraram a eficdcia da técnica de
aspiracdo de medula 6ssea, com recolha de BMMSCs, combinada com a utilizacao de
uma matriz de tecido 6sseo desmineralizado para o tratamento de disjungdes da tibia com
gaps de fratura menores que 5 mm (Battafarano et al., 2021).

Em seguida serdo apresentados dois casos clinicos exemplificativos da utiliza¢ao
de MSCs para regeneracao 6ssea em Medicina Dentdria, figuras 15 a 21.

No caso clinico 1 (figuras 15 a 18), a técnica cirurgica utilizada foi a elevagao do
pavimento do seio maxilar para correcdo de defeito 6sseo vertical maxilar posterior,
através da técnica da “janela lateral” e utilizagdo de um xenoenxerto de origem bovina
associado a células estaminais mesenquimais alogenas.

No caso clinico 2 (figuras 19 a 21), foi aplicada a técnica de aspiragdo de
BMMSCs autologas da regido anterior da crista iliaca, associado a um xenoenxerto de
origem bovina para regeneracao Ossea de defeito 0sseo vertical maxilar para aumento do

pavimento do seio maxilar pela técnica da “janela lateral”.
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Caso clinico #1
Sinus Lift com Aplicag¢do de Células Estaminais Mesenquimais (MSCs)

(Gentilmente fornecido pelos Professores Doutores Dennis Smiler e Alexander Salvoni)

cO

Jhsi. MSC-TP for injection

mccuoc.lcs. INC

giycerol
LOT# 18031009021 | Thsue DS 201800021
EXP 032020

Figura 15. a) - Vista intracirargica da “janela lateral” para acesso ao seio maxilar. b) - MSCs de origem

alégena (MSC-TP, Chara Biologics, inc).

Figura 16. c) — Xenoenxerto bovino particulado e MSC-TP. d) — Imagem intracirrgica da aplicagdo de

xenoenxerto bovino e MSC-TP homogeneizado no seio maxilar.
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Figura 17. e) — Imagem intracirirgica dos dois biomateriais adequadamente compactados. f) — Vista

intracirargica da aplicag@o de membrana de colagénio para encerramento da “janela lateral”.

Figura 18. g) — Vista intracirtrgica do encerramento da “janela lateral” com membrana de colagénio. h)

— Vista intraoperatoria do encerramento da ferida operatoria com sutura PTFE.
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Caso clinico #2

Aspiracdo de BUMSCs (Células Estaminais Derivadas da Medula Ossea)

(Gentilmente fornecido pelos Professores Doutores Dennis Smiler e Alexander Salvoni)

Figura 19. a) — Imagem da delimitacdo geografica da crista iliaca anterior. b) — Imagem da palpagdo e

identificacdo da crista iliaca anterior.

Figura 20. c) — Imagem da anestesia do local da aspiragdo. d) — Imagem da seringa de aspiragéo de

BMMSCs.

65



Regeneracdo Ossea com Recurso a Células Estaminais Mesenquimais

Figura 21. ¢) — Imagem do depdsito da seringa de aspiragdo contendo BMMSCs. f) — Imagem da

associagdo das BMMSCs a xenoenxerto particulado.

2.8 Regulamentacio e Criopreservacio de Células Estaminais

Em 1991 foi formado o primeiro banco publico de tecidos e células estaminais, o
New York Blood Center, nos Estados Unidos. Seguido do mesmo surgiram outros bancos
publicos na Europa, como em Paris e Mildo, acompanhados pela expansao precoce de
bancos privados (Petrini, 2014).

Portugal e Espanha presenciam um sistema misto, onde se caracterizam pela
existéncia de dois tipos de bancos de criopreservacao de células estaminais (do cordao
umbilical), no entanto, existem paises na Europa, como Franga, Italia ou Irlanda em que
¢ proibida a existéncia de bancos privados, uma vez que os devidos comités de ética
biologica consideram o armazenamento de células estaminais, em bancos privados, para
uso autélogo, como prejudicial ao sistema publico de doagdes. No entanto, Espanha ¢ um
pais exemplo que, apesar de ser permitido a existéncia de bancos de células privados, as
amostras preservadas sdo obrigatoriamente disponibilizadas para uso publico (Petrini,
2014).

Existe ainda um modelo de bancos de armazenamento de células estaminais, o
banco familiar. Este promove o armazenamento para uso familiar, existente em poucos
paises, considerando-se um alargamento dos bancos privados (Petrini, 2014).

O conselho da Europa, em 2004, recomendou se forem estabelecidos bancos de

sangue do corddo umbilical, estes tém o dever de ser baseados em doagdes altruistas e
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voluntarias, sendo utilizados para transplantes alogénicos e a possibilidade de se realizar
investigacdes relacionadas com o mesmo (Petrini, 2014).

O conceito de banco hibrido define-se pelos principios de um banco publico e
privado, isto ¢, uma quantidade de amostra ¢ preservada para uso privado (para o proprio
dador ou familiares) e a outra por¢do ¢ disponivel para o publico. Como exemplos temos
o Virgin Bank, no Reino Unido e o StemCyte, nos Estados Unidos (Petrini, 2014).

Em Portugal foi criado o Banco Publico de Células do Cordao Umbilical
(BPCCU), conhecido por Lusocord, em 2009. Foi reconhecido como o primeiro e Gnico
banco publico de células estaminais até¢ a data. A partir de 2012, passou a estar sob
controlo do Instituto Portugués do Sangue e da Transplantacdo (IPST) e dedica-se a
rececdo, analise, processamento, criopreservagdo e distribui¢ao de dadivas de sangue do
corddo umbilical que cumpram os principios exigidos, organizacdo e todas as exigéncias
da legislagcdo nacional, a partir das diretivas europeias associadas a esta atividade. Até
2016 o BPCCU ainda nio tinha a certificacdo internacional, e apresentava 466 amostras
de células estaminais crio preservadas, sendo que o nimero minimo exigido para o pedido
de certificacdo ¢ de 500. A relagdo internacional de todos os bancos publicos ¢ assegurada
pela EuroCord, sediada em Paris (Ana Maia, 2017).

A colheita, atualmente, ¢ realizada em quatro unidades hospitalares nacionais: o
Centro Hospitalar Universitario de Sdo Jodo no Porto, o Centro Hospitalar Universitario
do Porto — Centro Materno Infantil do Norte no Porto, a Unidade Local de Saude de
Matosinhos — Hospital Pedro Hispano em Matosinhos e o Hospital Prof. Doutor Fernando
Fonseca na Amadora. Estas unidades asseguram a gestdo e qualidade deste servico. A
recolha e a criopreservagdo integram um servico gratuito ficando, as amostras, a
disposicdo de todos os cidaddos (Instituto Portugués do Sangue e da Transplantagdo
[IPST], 2020).

O IPST, de acordo com o Decreto-Lei n°124, 29 de dezembro de 2011, passou a
integrar as obrigagdes da prévia Autoridade para os Servicos de Sangue e Transplantacao,
sendo que a autorizagdo de unidades e processos em relacdo a dadiva, colheita, anélise,
preservacao e distribui¢do e a sua regulamentacdo e controlo dos padrdes de qualidade e
seguranga estdo a encargo da Dire¢do Geral de Saude (DGS), segundo a Lei n°® 12, de 26
de marco de 2009.

Em Portugal operam algumas institui¢cdes privadas:

- Future Health Bio Bank (https://futurehealthbiobank.com/pt )

- Bebevida (https://bebevida.com/)
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- Crioestaminal (https://www.crioestaminal.pt/ )

- Criodente (células estaminais dentarias — DMSCs - https://criodente.com/)

- BebéCord (https://www.bebecord.pt/index/ )
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Conclusdo

III. Conclusio

Ao realizar esta revisdo bibliografica consegui perceber que apesar do grande
desenvolvimento, intensa investigagdo, inimeros estudos e ensaios clinicos realizados
desde os finais dos anos noventa, que a utiliza¢ao de células estaminais mesenquimais
na medicina dentaria ainda constitui uma terapéutica pouco presente na pratica clinica
diaria. No que respeita a utilizagdo de MSCs na medicina, a sua utilizacdo esta bem
representada, sobretudo nas técnicas de colheita associadas aos nascimentos para
criopreservacao em bancos especificos e eventual utilizagao posterior.

Estas células tém a capacidade de autorrenovagao e apresentam potencialidade
de se diferenciarem em osteoblastos, adipdcitos e condrdcitos, ndo estando limitadas
a diferenciacdo na linhagem germinativa da mesoderme.

Existem varios locais para colheita de MSCs, extraorais e intraorais, no
entanto, os locais de colheita mais utilizados sdo a medula 6ssea e o tecido adiposo,
principalmente por constituirem locais com elevada contagem de células por grama e
apresentarem maior quantidade de ensaios com resultados positivos realizados. Os
estudos realizados in vitro com utilizagdo de MSCs de origem dentdria mostram
resultados bastante positivos e promissores para a sua futura utilizagao. Nesse sentido
deve-se continuar o trabalho de investigacdo e andlise dos diferentes locais de
colheita, evitando a morbilidade associada as fontes usuais de MSCs.

A sele¢do das fontes autdlogas ou aldgenas isoladas para colheita de MSCs
podem ser provenientes de bancos publicos ou privados de criopreservagdao, no
entanto, ambas as técnicas apresentam resultados semelhantes.

A regeneracdo e modelacdo dssea constituem um processo complexo,
biologico e fisiologico, presente em diversas situagdes clinicas de defeitos Osseos
originados por doencas tumorais, traumatismos, malformacdes congénitas,
exodontias traumaticas e ainda em casos clinicos de reabilitacdo oral pré-implantar e
pré-prostética, nos quais estd indicada a reconstrucao desses mesmos defeitos.

De acordo com a literatura atual, a utilizagdo de técnicas cirirgicas com
utilizacao de células estaminais mesenquimais associadas a diferentes biomateriais,
podem melhorar consideravelmente a qualidade da regeneragdo Ossea. As técnicas

cirurgicas que utilizam MSCs com maior frequéncia sdo a formagdo dssea guiada, a
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elevacdo do pavimento do seio maxilar, a preservagdo do alvéolo dentario e os
enxertos 6sseos em bloco. Outras técnicas, como a distragdo Ossea, situam-se numa
fase promissora de investigagdo, em que se observa a publicacdo e a continuagdo de
estudos in vivo em modelos animais com resultados positivos, representando um papel
crucial no desenvolvimento da terapéutica.

Os resultados de estudos realizados e publicados, quando comparados com a
utilizagdo de uma técnica cirtirgica sem associagdo de MSCs, e com a mesma técnica
utilizando estas c€lulas, permitiram concluir que ocorreu uma aceleragao do processo
de regeneragao 6ssea acompanhada de uma melhor formagao dssea.

Deste modo, os resultados encontrados neste trabalho de pesquisa, mostraram-
se bastante promissores, ao comprovarem o potencial de utilizagdo destas células,
quer nos estudos in vitro quer nos estudos in vivo e demonstram a importancia da
continuagdo da investigacdo desta temdtica na comunidade cientifica, para que num

futuro préximo seja frequente a sua utilizagdo na pratica clinica em medicina dentéria.
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