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RESUMO

A perda de elementos dentarios causa alteracdes estruturais no rebordo alveolar,
levando a necessidade de serem realizados procedimentos de regeneragdo 6ssea
previamente ao tratamento reabilitador com implantes. Diante da variedade de
técnicas e materiais utilizados para reconstrucdes teciduais, o enxerto autégeno é
considerado o “padrdo ouro”. Contudo, sua utlizagdo pode ser limitada pela
disponibilidade 6ssea, necessidade de outra area cirdrgica e grande morbidade da
area doadora. Assim, técnicas alternativas para reconstrucbes alveolares séo
extensamente investigadas, como os métodos que envolvem a engenharia tecidual. O
presente estudo teve como objetivo revisar a literatura cientifica, visando avaliar a
eficacia das diferentes abordagens terapéuticas com células tronco derivadas da
medula 6ssea, empregadas para a regeneracdo Ossea alveolar na implantodontia,
enfocando os métodos de processamento e arcaboucgos utilizados, além de sua
eficacia, reprodutibilidade e seguranca para a aplicacdo clinica. Foram incluidas
revisbes de literatura, estudos in vitro e in vivo, em modelo animal ou em humanos,
gue apresentaram a utilizacdo de uma ou mais abordagens terapéuticas com células
tronco derivadas da medula éssea para reconstrucdo alveolar. Concluiu-se que a
literatura cientifica apresenta evidéncias de que a utilizacdo de abordagens
terapéuticas com células tronco mesenquimais derivadas da medula 6ssea é eficaz
para a regeneracdo 6ssea alveolar, porém, mais estudos sdo necessarios para que
estas novas abordagens possam se tornar praticas clinicas confiaveis, seguras, e

reproduziveis.



ABSTRACT

The loss of dental elements causes structural changes on the alveolar ridge, leading to
the necessity of bone regeneration procedures, for the treatment with implants. Given
the variety of techniques and materials used for tissue reconstructions, the autogenous
bone graft is considered the "gold standard." However, its use can be limited due to
factors such as bone availability, need to another surgical area and high morbidity of
the donor site. Therefore, alternative techniques to alveolar bone regeneration are
widely investigated. In addition to the methods that involve the use of biomaterials, like
homologous, xenogeneic and synthetic bone grafts, many research advance in the field
of tissue engineering. The present study aimed to review the scientific literature, in
order to evaluate the efficacy of different therapeutic approaches with bone marrow
derived stem cells, employed for alveolar bone regeneration in implant dentistry.
Furthermore, this study focused on processing methods and scaffolds, and the
efficacy, reproducibility and safety for its clinical application. There were included other
reviews and in vitro and in vivo studies related to cell-based approaches with bone
marrow derived stem cells. In conclusion, that are evidences that those methods are
efficient, but more research is necessary for its safe and predictable use in clinical

situations.
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1 INTRODUCAO

A perda de elementos dentarios leva a alteragcfes estruturais no rebordo alveolar, que
podem se tornar grandes complicadores ao tratamento reabilitador com implantes
dentarios. Além da limitacdo referente a quantidade de tecido dsseo suficiente para a
instalacdo de implantes, incluem-se também os fatores estéticos, hoje considerados
como importantes critérios para se atingir o sucesso nos tratamentos odontolégicos
(PELEGRINE, et al., 2013 A).

Diante disto, buscam-se estratégias para minimizar a perda 6ssea ou reconstruir 0s
tecidos quando as alteracbes teciduais ja ocorreram. Assim, o principal objetivo de
uma reabilitacdo com implantes torna-se regenerar o tecido ésseo perdido de forma
previsivel, para possibilitar a instalacao de implantes dentarios em posicdes protética e
esteticamente adequadas (SHANBHAG E SHANBHAG, 2013),

Segundo Darby et al. (2008) definem-se como técnicas para preservagdo da crista
Ossea alveolar quaisquer procedimentos realizados no momento ou em seguida a
extracdo dentaria, com o objetivo de minimizar a reabsorcdo externa da crista e
maximizar a formacao 6ssea no alvéolo. Ja as técnicas regenerativas sdo definidas
como procedimentos que visam substituir ou regenerar células, tecidos ou 6rgaos,
com o0 objetivo de restaurar suas fungbes normais. Atualmente, varias técnicas de
preservacdo e de regeneracdo 6ssea alveolar sdo conhecidas, e estas se baseiam
principalmente no uso de osso autdgeno ou de biomateriais, com ou sem a associacao
de membranas como barreiras (SHANBHAG E SHANBHAG, 2013).

O enxerto autégeno é considerado “Padrdo Ouro” da reconstrucdo éssea, devido a
sua biocompatibilidade e a suas propriedades de osteoconducdo, osteoinducédo e
osteogénese (ROGERS E GREEN, 2012). Os enxertos podem ser removidos de areas
intra ou extraorais, de acordo com as condi¢des clinicas de cada caso, entretanto,
independentemente da regido doadora, a realizacdo deste tipo de procedimento
geralmente é limitada, em vista da necessidade de outra area cirargica e por
apresentar maior morbidade pds-operatéria. Além disto, apesar de apresentarem
relativamente facil acesso, as dareas doadoras intra-orais apresentam baixa
disponibilidade de tecido 6sseo, sendo insuficientes para regeneracbes muito
extensas, e as dareas extra-orais, embora possuam boa disponibilidade Ossea,
necessitam que haja internacdo hospitalar, tém alto custo e apresentam morbidade
ainda maior (SOLTAN, et al., 2005; ROGERS E GREEN, 2012).
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As reconstrucbes com o0sso autégeno levam aos leitos receptores células
osteocompetentes e fatores de crescimento, com a capacidade de formar novo 0sso e
ativar o crescimento de uma camada éssea mais espessa, principios denominados
como osteogénese e osteoinducdo (ROGERS E GREEN, 2012).

Como alternativas aos enxertos autdbgenos, existem diversos substitutos 6sseos, como
os o0ssos homoélogos, xendgenos e sintéticos. Porém, também existem varias
limitacdes nas aplicagbes clinicas destes biomateriais, principalmente devido a suas
propriedades bioldgicas e mecanicas (KAIGLER e MOONEY, 2001).

Diante disto, surge o campo da engenharia tecidual, que vem sendo desenvolvido para
recriar funcionalmente tecidos e 6rgdos que tenham sido afetados por traumas,
defeitos congénitos ou doencas adquiridas, como a doenca periodontal, quando se
trata da regido maxilofacial (KAIGLER e MOONEY, 2001). Em resumo, busca-se
replicar as propriedades intrinsecas dos enxertos autdgenos, com sua tradicional
triade: osteoconducao, osteoinducéo e osteogénese, sendo necessario um material
(scaffold) com propriedades osteocondutoras, que mantenha o espaco a ser
regenerado, fatores de crescimento capazes de induzir a diferenciacdo de células
mesenquimais indiferenciadas em osteoblastos, e células osteocompetentes em
adequado numero (KAIGLER e MOONEY, 2001; EGUSA, et al.,, 2012). O uso da
terapia celular geralmente refere-se a remocao de células multipotentes de uma fonte

autdgena e seu subsequente cultivo e expansao (EGUSA, et al., 2012)

Vérias técnicas de regeneracéo 6ssea vém sendo desenvolvidas dentro da engenharia
tecidual. Em relacéo aquelas que envolvem o uso de células tronco, citam-se variados
arcaboucos, como osso homoélogo, xendgeno ou enxertos sintéticos (DALLARI, et al.,
2006; JAFARIAN, et al., 2008; MANKANI, et al., 2007). Ha também o uso de diferentes
fontes celulares autégenas, como, entre outras, a medula éssea, tecido adiposo e
tecidos embrionarios, sendo mais prevalente a utlizacdo de células tronco
mesenquimais (CTMs) provenientes da medula o6ssea (MO) (CASTRO-SILVA,
COUTINHO E GRANJEIRO, 2010; HUANG, GRONTHOS e SHI, 2009). Além disto,
existem diferentes métodos de processamento celular, como o uso do aspirado da
medula 6ssea in natura (PELEGRINE, et al, 2010; KUHL, et al., 2013), da
concentracdo das CTMs derivadas da MO (RICKERT, et al., 2011; SAUERBIER, et al.,
2011) e de CTMs cultivadas e expandidas in vitro (YAMADA, et al., 2011; BEHNIA, et
al., 2012).
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O principal objetivo dos tratamentos clinicos regeneradores é restabelecer a funcéo e
a estética dos tecidos que sofreram alteracdes, através de intervengdes menos
invasivas e que gerem menor morbidade aos pacientes (PELEGRINE, et al., 2013 A).
Apesar de ja haver conhecimento clinico e tedrico de técnicas alternativas aos
enxertos autégenos que sejam eficazes para a regeneracao do rebordo alveolar, ainda
existem limitacdes em sua aplicacdo clinica, fazendo com que novas abordagens

sejam investigadas, como as técnicas de terapia celular.
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2 OBJETIVOS

Revisar a literatura cientifica, visando avaliar as diferentes abordagens terapéuticas

com células tronco derivadas da medula 6ssea, em relagéo:

e A eficacia na regeneracéo 6ssea alveolar empregada pela implantodontia;
e Aos métodos de processamento e arcaboucos utilizados;
e A eficacia, reprodutibilidade e seguranca dos diferentes métodos para a

aplicacao clinica.
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3 METODOLOGIA

Realizou-se uma busca bibliografica detalhada nas principais bases de dados de
literatura médica, e os artigos selecionados foram obtidos através do portal CAPES
(Coordenacao de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior). Nas buscas,
utilizaram-se as seguintes palavras-chave: bone marrow stem cells, tissue
engeneering, bone regeneration, cell therapy, mesenchymal stem cell, guided bone
regeneration, alveolar augmentation. Foram selecionados artigos publicados nos

principais periodicos cientificos, escritos na lingua inglesa e em portugués.

Como critérios de selecao, buscaram-se revisbes de literatura, estudos in vitro, in vivo
em animais e em humanos que apresentaram a utilizacdo de uma ou mais abordagens
terapéuticas com células tronco realizadas com o objetivo de regeneracdo 6ssea
alveolar na implantodontia. Foram incluidos apenas os estudos que utilizaram
abordagens com células tronco mesenquimais derivadas da medula 6ssea. Nao foram
incluidos neste estudo trabalhos que utilizaram a terapia celular para reconstrucédo de
defeitos Osseos em geral, como fendas nasopalatinas, reconstrucdes
bucomaxilofaciais, reconstru¢cdes de 0ssos longos e consolidacdo de fraturas, assim
como nao foram incluidos estudos relacionados a tratamentos periodontais e

periimplantares.
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4 REVISAO DE LITERATURA

4.1 DA ENXERTIA AUTOGENA A TERAPIA CELULAR

Sabe-se que, dentre todos os materiais de enxerto dsseo conhecidos, o enxerto
autégeno é considerado “padrdo ouro”, uma vez que, sozinho, fornece mecanismos
para a osteoconducdo, osteogénese e osteoinducdo (ROGERS E GREEN, 2012).
Define-se como osteoconducdo o mecanismo pelo qual é formado novo tecido 6sseo
por aposicdo através da utlizagdo de uma matriz. Quando um arcabouco
biocompativel é inserido em um sitio receptor, este processo ocorre de maneira
controlada a partir do osso nativo em direcdo ao biomaterial, podendo haver uma
gradativa reabsorcédo do material enxertado e sua substituicdo por novo tecido, através
de uma reacdo mediada por células. O mecanismo da osteoinducédo é definido pelo
processo no qual células tronco mesenquimais indiferenciadas se transformam em
células osteogénicas. Este processo € mediado por proteinas morfogenéticas 6sseas,
gue podem provocar a diferenciacdo de células mesenquimais primitivas em
osteoblastos. Por fim, o0 mecanismo da osteogénese caracteriza-se pela habilidade de
osteoblastos viaveis em formar osso diretamente no material enxertado (SOLTAN, et
al., 2005).

z

Além da matriz inorganica que é levada as areas receptoras, um bloco Gsseo
autégeno cortico-medular também leva osteoblastos, osteoclastos, ostedcitos e
proteinas, que possuem a capacidade de iniciar a osteogénese. Osteoblastos sao
células provenientes de células osteoprogenitoras. Possuem a funcao de sintetizar os
componentes organicos da matriz Ossea, como colageno, proteoglicanos e
glicoproteinas, além de participarem da mineralizagdo desta matriz. Localizam-se na
superficie do osso, formando camadas de células cubdides ou cilindricas. Sua
morfologia se altera de acordo com sua atividade metabdlica: quando estdo em
intensa atividade de sintese, apresentam forma cubdide, e seu citoplasma torna-se
mais basofilo. Em estado de pouca atividade, tornam-se achatadas e a basofilia
citoplasmatica diminui (GARTNER e HIATT, 2003).

A medida que a matriz 6ssea é depositada, 0s osteoblastos vdo sendo aprisionados
pela matriz recém sintetizada, e passam a ser denominados osteécitos. A matriz
deposita-se ao redor das células, formando lacunas, e de seus prolongamentos,
formando canaliculos. Apds serem aprisionados, os ostedcitos abandonam a funcéo

de secretar a matriz 6ssea, porém permanecem liberando outras substancias
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necessarias para a manutencéo do osso, como fatores de crescimento (GARTNER e
HIATT, 2003).

Os osteoclastos séo células mdveis, gigantes e multinucleadas. Originam-se pela
fusdo de precursores mononucleados provenientes da medula Ossea e sé&o
responsaveis pela reabsorcdo da matriz e degradacdo do tecido Gsseo, tanto em
condicdes fisiolégicas quanto patolégicas (GARTNER e HIATT, 2003).

A despeito de os enxertos autdgenos transportarem tais células, acredita-se que sua
atividade osteogénica € limitada, uma vez que pesquisas indicaram que
aproximadamente 80% das células presentes nos enxertos autégenos morrem em
algum momento durante o procedimento, seja ele no processo de remoc¢éo do bloco
da area doadora, no armazenamento do tecido ou na adaptacdo ao leito receptor.
Entretanto, proteinas e outros fatores morfogenéticos sédo liberados em decorréncia a
morte celular, o que pode iniciar a transformacéo de células indiferenciadas que foram
atraidas para a area receptora. Além disto, os osteoblastos que resistem a este
processo ndo possuem a capacidade de se dividir, limitando-se a apenas produzir

matriz 6ssea mineralizada (SOLTAN, et al., 2005).

Apesar da técnica de enxertia autbgena ser universalmente aceita, associa-se a ela o
risco de ocorrerem diversas complicacoes, tais como, hemorragia, parestesia e maior
morbidade. Desta maneira, investigam-se novas abordagens para reduzir ou eliminar a
dependéncia dos procedimentos de regeneracdo 6ssea aos enxertos autdégenos,
levando a estudos de varios substitutos, tais como: fosfatos de célcio, beta tricalcio
fosfato (B-TCP) (TOKUGAWA, et al., 2012; JAFARIAM, et al., 2008), biomateriais de
origem xendégena (osso bovino mineralizado desproteinizado — Bio-Oss) (PELEGRINE,
et al., 2013 A; ITO, et al., 2005; RICKERT, et al., 2011) e de origem homéloga (0sso
humano congelado desmineralizado e osso homélogo congelado fresco) (SOLTAN, et
al., 2007; FILHO-CERRUTI, et al., 2007; DALLARI, et al., 2006).

Segundo Soltan et al. (2005), a avaliagdo de qualquer procedimento de regeneracao
O0ssea deve se pautar pela analise de sua eficacia biologica, e, neste aspecto, a
eficacia dos enxertos depende da presenca de osteoblastos, ou de células tronco que
possam se diferenciar em osteoblastos.Como a maioria dos substitutos 6sseos sao
apenas osteocondutores, pesquisadores buscam estratégias para incrementar estes
materiais com células viaveis, para que sejam alcangadas caracteristicas semelhantes
as dos enxertos autdogenos (TOKUGAWA, et al.,, 2012; JAFARIAM, et al., 2008;
PELEGRINE, et al., 2013 A).
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Novas terapias dentro da engenharia tecidual vém sendo desenvolvidas com o
objetivo de possibilitar a obtencéo de uma regeneracgéo 6ssea previsivel clinicamente.
Estas incluem, mas nao se limitam, a liberacdo de fatores de crescimento
incorporados em carreadores, a estimulacdo da producdo seletiva de fatores de
crescimento através de terapias genéticas e a liberacdo de arcaboucos compostos por
células expandidas. Abordagens que utilizam este tipo de estratégia sao definidas, em

geral, pelo termo terapia celular (PAGANI, et al., 2012).
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4.2 CELULAS TRONCO: DEFINICAO, ORIGEM E FONTES DE OBTENGAO

Sabe-se que no corpo humano existem mais de 200 tipos de células, organizadas em
orgdos e tecidos. A necessidade de se entender como os tecidos sdo mantidos na
idade adulta, e como surgem tantos tipos celulares em um embrido humano, estimulou

0 inicio das pesquisas com células tronco, que estdo em foco na atualidade.

Células tronco (CT) séo células indiferenciadas que apresentam duas importantes
propriedades. A primeira é a capacidade de autorrenovacéo, ou seja, sdo capazes de
se multiplicar, sem alterar seu estado indiferenciado, proporcionando uma reposi¢ao
ativa e constante de sua populacdo nos tecidos (BYDLOWSKI, et al.,, 2009). Estas
células filhas sdo consideradas como células tronco adultas, e geram somente
linhagens apropriadas para os tecidos nos quais residem, sendo referidas como
multipotentes ou unipotentes (LEBLOND, 1964). A segunda é a capacidade de se
diferenciar em diversos tipos celulares, gerando células especializadas. Desta maneira

estdo diretamente relacionadas a regeneracéo de tecidos (BYDLOWSKI, et al., 2009).

As CT podem ser classificadas em trés diferentes categorias: células tronco
embrionarias, que sdo existentes apenas nos estagios iniciais do desenvolvimento
embrionario; células tronco adultas (também denominadas somaéticas), encontradas
em varios tecidos do organismo humano; e células tronco pluripotentes induzidas
(células iPS), que se caracterizam por células recentemente desenvolvidas por
pesquisadores e apresentam propriedades semelhantes as embrionarias. As células
iPS foram desenvolvidas a partir de células com funcbes especializadas, como as da
pele. Apesar de haver estes trés tipos celulares, um estudo demonstrou que, no
periodo compreendido entre 1995 e 2009, houve grande prevaléncia de pesquisas
com células tronco mesenquimais adultas ou poés-natais (94,15%) em comparacao
com as embrionarias ou pré-natais (7,88%) (CASTRO-SILVA, COUTINHO e
GRANJEIRO, 2010).

As CT embrionarias possuem a habilidade de gerar todas as células diferenciadas de
um individuo adulto, e sdo definidas como pluripotentes (BYDLOWSKI, et al., 2009). O
primeiro relato em humanos de que estas células poderiam ser derivadas de
blastocistos humanos abriu oportunidades para os tratamentos baseados na terapia
celular. Porém, devido ao fato destas células serem provenientes de embrides
poupados na fertilizacdo in vitro, sempre existem controvérsias em sua utilizacdo
(THONSOM, MARSHALL e TROJANOWSKI, 1998).
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As CT adultas sé@o definidas como multipotentes, por terem uma maior restricdo para
as opg¢oes de diferenciacéo, havendo apenas a possibilidade de diferenciacdo em sua
propria linhagem celular (ectodérmica, mesodérmica ou endodérmica) (BYDLOWSKI,
et al., 2009). Entretanto, com os avancos da ciéncia, este conceito tém sido alterado,
uma vez que ja se conhece a possibilidade de se reprogramar células adultas para um
estado pluripotente através da transferéncia de nicleos adultos no citoplasma de

oocitos, como na criacao da ovelha Dolly (WILMUT, et al., 1997).

Células tronco mesenquimais (CTMs) sao um tipo heterogéneo celular com o potencial
de diferenciacdo em diversas linhagens somaticas. Elas podem ser isoladas de varios
orgdos e apresentam a capacidade de autorrenovacdo e diferenciacdo em multiplos
tipos de células de origem mesodérmica, como células dos tecidos 0sseo,
cartilaginoso, adiposo, tendinoso e muscular (SOUSA, et al.,, 2014). Diante de
resultados de pesquisas recentes, possivelmente também podem se diferenciar em
outros tipos celulares ndo mesodérmicos, como células neurais e hepatécitos
(SOUSA, et al., 2014).

Ha mais de 40 anos, Friedentstein et al. (1968) descreveram pela primeira vez este
tipo celular isolado da medula 6ssea, as definido como células aderentes com uma
aparéncia préxima a do fibroblasto. As observagdes iniciais de Friedenstein et al.
(1968) serviram como base para estudos posteriores, que mostraram que as células
estromais da medula dssea séo os precursores comuns dos tecidos mesenquimais. As
CTMs, embora possuam uma capacidade de diferenciacdo mais limitada que as CT
embrionarias, apresentam grandes vantagens, levando-se em conta a facilidade de
isolamento destas células, sua capacidade de propagacao em cultura, e de ndo serem
imunogénicas, podendo ser teoricamente empregadas em transplantes alogénicos
(BYDLOWSKI, et al., 2009).

No corpo humano ha varias fontes de CTMs, como peridsteo, cérebro, figado, bexiga,
medula 6ssea (MO), tecido adiposo, ossos, musculos, liquido amnidtico, foliculo
piloso, corddo umbilical, sangue menstrual e placenta fetal (SOUSA, et al., 2014). Uma
revisdo sistematica publicada em 2010 indicou que, dentre os artigos cientificos
publicados entre 1995 e 2009, o isolamento das CTMs neste periodo foi realizado
especialmente na medula éssea (79,31%) (Figura 1) (CASTRO-SILVA, COUTINHO e
GRANJEIRO, 2010). Corroborando este achado, Huang e colaboradores afirmaram
que, dentre as CTMs, as derivadas da medula 6ssea (CTMs-MOQO) sdo as mais
estudadas (HUANG, GRONTHOS e SHI, 2009). Fontes teciduais alternativas

incluiram: tecido adiposo (6,65%), tecido muscular (4,50%), sangue (2,52%), parede
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de corddo umbilical (1,54%), periosteo (3,02%), tecido 6Osseo (2,83%), tecido
conjuntivo de 6rgaos, como pele (0,86%), figado (0,49%), pulmédo (0,31%) e polpa
dental de dentes permanentes (1,11%) ou deciduos (0,49%), sangue periférico
(1,48%), moérula ou blastula (1,23%), amnio (1,17%), placenta (1,11%), ligamento
periodontal (1,05%), sindvia (0,86%) e papila dental (0,62%), dentre outras fontes
(CASTRO-SILVA, COUTINHO e GRANJEIRO, 2010).

il
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Figura 1: fontes teciduais de células tronco mesnquimais. (Fonte: CASTRO-SILVA, COUTINHO
e GRANJEIRO, 2010).

Desde a primeira descricdo como unidades de colbnias formadoras de fibroblastos
(FRIEDSTEIN, et al., 1968), a principal fonte de CTMs permanece a medula 6ssea. A
MO é uma fonte rica e heterogénea de CT com potencial de se diferenciar em outras
células que irdo formar os progenitores hematopoiéticos e mesenquimais
(BYDLOWSKI, et al., 2009). Também contém fatores de crescimento e abundante
suplemento para as CT adultas. As CT hematopoiéticas sdo responsaveis pela
formacédo das células sanguineas, e as mesenquimais, além das funces ja citadas
anteriormente, fornecem suporte a estas (SOLTAN, et al., 2005). A quantidade de
CTMs neste tecido varia, principalmente, com a idade (ARVIDSON, et al., 2011),
sendo que a MO de criancas contém uma maior concentracdo de CTMs do que a de
adultos. Assim, na medula éssea fetal existem 25 vezes mais CTMs do que na medula
de uma pessoa adulta (BYDLOWSKI, et al., 2009).

Contrariamente as técnicas de remocado de enxertos 6sseos autbgenos, a técnica para
aspiracao da MO nao requer um sitio cirlrgico aberto e é considerada relativamente
simples, de baixo custo e pouca morbidade (SOLTAN, et al., 2005), além de causar

menor desconforto aos pacientes (SAUBIER, et al., 2011).E realizada rotineiramente
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por hematologistas e oncologistas. Recomendam-se trés localizacbes para a
aspiracdo da MO em pacientes adultos: crista iliaca anterior, crista iliaca postero-
superior e externo (SOLTAN, et al., 2005).

As CTMs podem ser utilizadas para transplantes em individuos com doencas malignas
hematolégicas, como a leucemia. Além disto, podem ser utilizadas na terapia celular,
em procedimentos que visam regenerar tecidos, como 6sseo e cartilaginoso. As CTMs
oferecem o maior potencial para a aplicagéo clinica da engenharia tecidual, ja que sao
multipotentes, apresentam relativamente facil acesso e seu isolamento e cultivo in vitro
em determinados tipos celulares sdo previsiveis, incluindo em células
osteoprogenitoras (KHOJASTEH, et al., 2012).
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4.3 CELULAS TRONCO MESENQUIMAIS DA MEDULA OSSEA — METODOS DE
PROCESSAMENTO PARA USO EM REGENERACAO OSSEA

Existem varias formas de se trabalhar com a medula 6ssea quando se trata de
regeneracéo tecidual 6ssea (SOLTAN, et al., 2005), e estas, em geral, se baseiam nos
seguintes métodos: aspirado da medula 6ssea (AMO) (OLIVEIRA E SILVA, et al,,
2012; KUHL, et al., 2013); concentracdo do aspirado da medula 6ssea (CMO)
(SAUERBIER, et al., 2011; KUHL, et al., 2013); fragédo celular mononuclear da medula
o0ssea (FCMMO) (FILHO-CERRUTI, et al., 2007); isolamento e cultura das células
tronco mesenquimais adultas derivadas da medula 6ssea (YAMADA, et al., 2011,
HONDA, et al., 2013).

4.3.1 ASPIRADO DA MEDULA OSSEA (AMO)

A coleta da MO pelo método do aspirado pode ser realizada em ambiente ambulatorial
com o paciente sob anestesia local, sendo possivel a aspiracdo em varios 0ssos,
como o iliaco (Figura 2), externo, fémur e himero. Em um ambiente apropriado, o sitio
para aspiracéo é demarcado, e se realiza a assepsia da pele com iodo ou clorexidina.
Aplica-se anestesia local infiltrativa, que ira atingir a epiderme, tecido subcutaneo e
periésteo. Em seguida, insere-se a agulha com mandril de aspiracao e biépsia da MO
até o contato com o osso. Mantendo firmemente a agulha sob presséo constante, ela é
rotacionada em ambos os sentidos para se penetrar no espago medular através do
osso cortical. A perda da resisténcia indica que este passo foi alcancado (SOLTAN, et
al., 2005).
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Osso Cortical

Medula

Figura 2: representacdo da técnica de aspiracdo da medula Gssea da crista iliaca posterior

(Fonte: www.institutotumor.blogspot.com).

Neste momento, o mandril é removido e se acopla uma seringa previamente
heparinizada, na qual a MO sera inserida apos retracdo do émbolo. Os primeiros 2 a 3
mL do aspirado contém a maior concentracéo de células osteoprogenitoras, e quando
se ultrapassa este volume, ocorre uma diluicdo por sangue venoso. Desta maneira, se
for necessario maior volume, a agulha deve ser redirecionada, ou um novo sitio deve
ser puncionado. Entretanto, sabe-se que a maioria dos defeitos 6sseos na mandibula
e maxila podem ser reconstruidos com aproximadamente 02 mL de AMO (SOLTAN, et
al., 2005).

4.3.2 CONCENTRAGAO DO ASPIRADO DA MEDULA OSSEA (CMO)

O concentrado da medula 6ssea € o produto da centrifugacdo do AMO. Este método
permite que grandes quantidades de medula 6ssea fresca possa ser concentrada em
um volume menor, como, por exemplo, de 30 mL para 4 mL. O significado deste
processamento € o aumento do nimero de células viaveis por mililitro de medula, fator

diretamente relacionado a regeneracéo tecidual (PELEGRINE, et al., 2013 B).


http://www.institutotumor.blogspot.com).
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Diante da necessidade de haver uma proximidade fisica entre o local de atendimento
do paciente e o local de processamento do AMO, o método de obtencdo do CMO foi
desenvolvido. Com o objetivo de ser um sistema fechado portéatil e automatizado,
desenvolveu-se o BMAC™ System (Haverst Technologies Corp. Suite 10040 Grissom
Road Plymouth, MA, USA). Este sistema consiste em uma centrifuga (SmartPReP 2) e
um kit de processamento de MO (BMAC 30-01). Com este sistema um profissional
habilitado pode, apds a aspiracdo da MO, realizar o processamento para a obtencao

do CMO no local da puncéo, sem necessidade de locomocé&o do paciente.

No sistema BMAC é possivel se processar o AMO anticoagulado em trés diferentes
volumes: 30 mL, 60 mL ou 120 mL. Sua obtencdo deve seguir rigorosamente a

metodologia preconizada, sempre por um profissional habilitado.

433 FRAGAO CELULAR MONONUCLEAR DA MEDULA OSSEA |/
CONCENTRAGAO DA POPULAGAO DE CELULAS MONONUCLEARES

Com o objetivo de se promover a separacdo de camadas celulares da medula 6ssea,
existem trés diferentes métodos, que também sao utilizados para a separacao de
componentes do sangue periférico: separagdo por gradiente de densidade; separacéo
baseada na afinidade celular (positiva e negativa) e separacdo por tamanho celular. O
método de separacao por gradiente de densidade € o mais utilizado, por apresentar
facil execucdo. Para a realizacdo deste método, necessita-se da utilizacdo de um
gradiente de densidade, que é uma mistura de polissacarideos neutros hidrofilicos de
alta densidade que prontamente se dissolvem em solucdo aquosa (PELEGRINE, et
al.,, 2013 A).

Brevemente, o método de separacéo por gradiente de densidade se baseia na coleta
do aspirado de medula 6ssea de maneira convencional, adicdo de solucdo salina
tampao ao AMO e sua homogeneizacdo em ambiente estéril de fluxo laminar. A este
composto adiciona-se um gradiente de densidade, como, por exemplo, Ficoll-
Histopaque (Sigma-Aldrich, St Louis, Missouri, USA). Em seguida, inicia-se um
processo de centrifugacdo para que haja separacdo efetiva das fases. ApoOs este
processo, visualizam-se fases bem distintas: na parte mais superior localiza-se o
plasma e seus constituintes solGveis, na interfase as células mononucleares, logo

abaixo, a camada contendo o gradiente de densidade e, em seguida, os eritrocitos e
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granulécitos, que ficam sob a forma de um sedimento celular no fundo do tubo. A
interfase contendo as células mononucleares é coletada através de uma pipeta,
adicionada a um meio de cultura, submetida a nova centrifugacéo, apoés a qual sera
formado um pellet, que, ressuspendido em meio de cultura, formara a suspenséao

celular final (PELEGRINE, et al., 2013 A).

4.3.4 ISOLAMENTO E CULTURA DAS CELULAS TRONCO MESENQUIMAIS
ADULTAS DERIVADAS DA MEDULA OSSEA

A partir dos achados de Friedenstein et al. (1968), vem sendo construido o
conhecimento de que as CTMs podem ser expandidas e induzidas in vitro a se
diferenciarem em diferentes tipos celulares, como osteoblastos, condrdcitos,
adipdcitos e fibroblastos (SOLTAN, et al., 2005; SOUSA, et al., 2014). Outros estudos
ja demonstraram que estas células podem também ser induzidas experimentalmente a
se diferenciar em células ndo derivadas do folheto embrionario mesenquimal, como
células do tipo neural, endodérmicas e cardiomiocitos (SOUSA, et al., 2014).
Entretanto, sabe-se que o tema da diferenciacéo celular é bastante controverso, e, em
parte, ainda é desconhecido, uma vez que ndo se consegue suprir em laboratorio
todas as caracteristicas do ambiente in vivo das CT (PELEGRINE, et al., 2013 A)

Em virtude de ainda ndo se conseguir isolar e caracterizar as CTMs em um estado ndo
manipulado, sua definicdo estda baseada em uma combinacdo de propriedades
morfoldgicas, fenotipicas e funcionais, que em sua maioria foram obtidas através de
estudos in vitro (BERNARDO, et al., 2011). Estas propriedades variam de acordo com
os métodos empregados em seu cultivo, porém atualmente o isolamento e
identificacdo destas células estdo principalmente relacionados a sua morfologia e
aderéncia ao plastico, resultando em uma populacao heterogénea de células, referidas
como CTMs. A imunofenotipagem por citometria de fluxo também é aplicada para esta
caracterizacdo, mas ainda ndo existem marcadores especificos para a identificacao
destas células. Sabe-se, apenas, que elas se coram com uma combinacdo de
marcadores positivos (CD105, CD73, CD90, CD166, CD44 e CD29) e negativos
(CD14, CD31, CD34 e CD45) (HORWITZ, et al., 2005). Além disto, geralmente se
utiliza a diferenciacdo em osso, tecido adiposo e cartilagem como um critério de
multipotencialidade (HORWITZ, et al., 2005; WARNKE, et al., 2013). Assim, pouco se

sabe sobre as caracteristicas das células precursoras primarias in vivo, uma vez que
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ainda nao foi possivel isolar a célula mesenquimal mais primitiva em culturas celulares
(BERNARDO, et al., 2011).

Existem diversos métodos para isolamento e cultivo de CTMs in vitro, assim como ja
foram publicados varios estudos que envolvem estas células em métodos de terapia
celular, tanto em modelo animal (ITO, et al., 2005; BEHNIA, et al., 2013; HONDA, et
al.,, 2013), quanto em humanos (YAMADA, et al., 2008; YAMADA, et al.,, 2011;
BEHNIA, et al., 2012; SHANBHAG E SHANBHAG, 2013). O método proposto por
Pittenger et al. (1999), é referéncia para muitos destes estudos. No modelo destes
autores, células que apresentam caracteristicas de CMTs humanas foram isoladas do
aspirado de medula dssea de doadores voluntarios. Estas células apresentaram um
fenoétipo estavel e permaneceram em monocamada in vitro, além de terem sido
induzidas a se diferenciarem exclusivamente em linhagens de adip6citos, condrocitos
e osteocitos. As CT foram identificadas como aquelas que mantiveram seu potencial

multipotente ap6s serem expandidas a colbnias.

Brevemente, o modelo se baseou no isolamento das células do aspirado de medula
0ssea, utilizando o soro fetal bovino (FBS) como meio de expansao, e um gradiente de
densidade para eliminar as células indesejadas, como as hematopoiéticas. Um
pequeno percentual das células isoladas da interface de densidade se aderiu e
proliferou como células fibroblasticas, que, em cultura por 05 a 07 dias, se
desenvolveram em colbnias visiveis e simétricas. A cultura das células mesenquimais
isoladas foi composta por uma populacdo de um Unico fenétipo (95 e 98%
homogéneas nas passagens 1 e 2, respectivamente) pela andlise de citometria de
fluxo da expressdo de antigenos de superficie. Estas células expandidas foram
uniformemente positivas para SH2, SH3, CD29, CD44, CD71, CD90, CD106, CD120a,
CD124 e varias outras proteinas de superficie. A avaliagdo microscopica por
imunofluorescéncia ndo mostrou células nao marcadas, e morfologicamente nédo foram
identificadas subpopula¢des de CTMs-MO, tanto por observagdo microscopica, quanto
por citometria. A partir 10 mL de AMO, puderam ser geradas de 50 a 375 milhGes de
células pela segunda passagem. O estudo incluiu mais de 350 doadores de 19 a 57
anos, e destes, testou-se a multipotencialidade das CTMs expandidas de pelo menos
50 individuos. Todos os individuos submetidos aos ensaios das trés linhagens

responderam positivamente.
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4.4 ESTUDOS IN VITRO

Para que os métodos de regeneracédo baseados na terapia celular sejam aplicados em
procedimentos clinicos, extensivas pesquisas laboratoriais sdo necessarias para se

assegurar sua eficacia, seguranca e reprodutibilidade.

Alteracbes nas concentracdes de oxigénio afetam varias caracteristicas inatas das CT
e células progenitoras. Grayson, et al. (2007) realizaram um experimento para avaliar
se situacdes de hipdxia beneficiariam a proliferacdo e manutengcdo do estado
indiferenciado de CTMs humanas em cultura em monocamada. Neste caso, culturas
com concentracdes de 2% de O, foram comparadas aquelas realizadas nas condicdes
tradicionais de 20% de O,. Tais condic6es de hipoxia favoreceram a expansao das
CTMs humanas por 6 semanas, sem haver perda da capacidade de diferenciacdo das
células, que mantiveram suas taxas de crescimento mesmo apds atingirem a
confluéncia, resultando na formacdo de multiplas camadas celulares. Em adicéo,
foram observadas diferencas na morfologia nuclear das CTMs e aumento da formacao
e organizacdo da matriz extracelular. Portanto, estes resultados demonstraram que a
hipoxia afeta em varios aspectos a fisiologia das células tronco, podendo ser um

importante parametro durante os processos de expansao e diferenciagéao.

Lei et al. (2009) realizaram um experimento para avaliar a eficacia do plasma rico em
plaguetas (PRP) em transportar células tronco mesenquimais derivadas da medula
o0ssea (CTM-MOs) em arcaboucos porosos 3D em comparagao ao plasma pobre em
plaguetas (PPP) e o meio de Eagle modificado de Dulbecco (DMEM). Foram testadas
in vitro a eficacia de sedimentacéo, proliferacao e diferenciacdo das CTM-MOs através
do PRP, PPP e DMEM em uma matriz porosa de acido polilatico glicéico (PLGA). Os
resultados demonstraram que a eficacia de sedimentacdo das CTMs do PRP foi
similar ao PPP, mas os potenciais para proliferacdo celular in vitro foram maiores do
gque PPP e DMEM. Assim, os autores concluiram que o PRP pode potencialmente
efetuar um transporte efetivo e conveniente das células aos arcabougos porosos,

caracteristica que apresenta grande valia na engenharia tecidual.

Um estudo realizado em 2009 (NAIR, et al., 2009) investigou a influéncia do plasma
rico em plaquetas (PRP) e cola de fibrina (CF) na atividade funcional das células
tronco mesenquimais derivadas da medula 6ssea de cabras (cCTM-MOs) que se
diferenciam em linhagens osteogénicas. Desta maneira, PRP e CF foram
separadamente aplicadas na superficie de ceramicas bioativas, como hidroxiapatita

(HA) e hidroxiapatita recoberta por silica (HASI), e, nestes biomateriais, as cCTM-MOs
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foram sedimentadas e induzidas a se diferenciarem na linhagem osteogénica durante
28 dias. Apos este periodo, as células foram analisadas em relagdo a sua viabilidade,
morfologia , proliferacéo, ciclo celular e diferenciacdo (atividade de fosfatase alcalina —
ALP e analise de PCR em tempo real dos genes da ALP, osteocalcina e osteopontina).
Observou-se que PRP e CF favorecem a viabilidade e proliferagdo das cCTM-MOs A
expressao dos genes da osteopontina e osteocalcina foi aumentada significantemente
em ambos arcaboucos testados, porém PRP ndo apresentou efeitos sobre a
expressdo e atividade da ALP. Desta maneira, 0s resultados demonstraram que as
ceramicas revestidas por CF foram melhores que as revestidas por PRP e pelas
matrizes sem revestimento. Entre todas, a HASi associada a CF apresentou a melhor

a

performance, o que pode ser atribuido a conhecida acdo da silica de emanar
estimulos e a matriz extracelular temporaria proporcionada pela CF. Portanto, os
autores concluiram que PRP ou CF em combinacdo a ceramicas bioativas podem
possivelmente aumentar a atividade funcional de células, o que faz com que esta nova
composi¢do seja uma promissora candidata para aplicagcdes na engenharia tecidual

(NAIR, et al., 2009).

Em relacédo aos métodos de expanséo celular, discutiu-se a sua padronizacdo em uma
revisdo de literatura, havendo o enfoque no uso de meios isentos de componentes
animais. Apesar do soro fetal de bezerro (FCS) ser eficaz e ser o meio mais utilizado
para expansdo das CTMs, ele pode potencialmente transmitir zoonoses ou provocar
reacbes imunoldgicas nos hospedeiros. Este fato leva a investigacdo de novas
opcdes, como a Platelet Lysate humana (PLH), que € um componente sanguineo
obtido através do processamento de plaquetas, rico em fatores de crescimento
naturais secretados por estas células. Esta caracteristica faz com que a PLH seja um
potencial suplemento para culturas de CTMs (LUDICONE, et al., 2014). Neste estudo,
os autores concluiram que a PLH é uma boa alternativa, sendo capaz de eliminar os
riscos relacionados ao FCS e aumentar a capacidade proliferativa das CTMs

expandidas (BERNARDO et al., 2011).

Além disto, a revisédo de Bernardo, et al. (2011) teve como objetivo investigar os riscos
potenciais relacionados a expansao ex vivo destas células, particularmente em relacao
a transformacdo maligna. Testes para o estudo da estabilidade genética das CTMs
expandidas ex vivo também foram analisados A respeito do potencial de
transformacdo maligna, os autores afirmaram que na literatura existem estudos que
mostraram que a manipulacéo ex vivo de CTMs humanas e murinas podem provocar

alteracdes em suas propriedades funcionais e biolégicas, em particular apés longo
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periodo de expansdo. Em adicdo, relataram a ocorréncia de formacao tumoral apds
injecdo destas células em ratos (RUBIO, et al., 2005; RASLAND, et al., 2009). Desta
maneira, os autores afirmaram que € mandatéria a caracterizacdo da estabilidade

gendmica das células antes de sua liberagao para uso clinico.

Também devido ao do risco bioldgico do uso do FCS para expanséo ex vivo de CTMs,
um modelo in vitro foi desenvolvido para testar se a PLH pode ser usada com sucesso
para a propagacdo de CTMs humanas sedimentadas em dois tipos de biomateriais de
colageno, aprovados para uso clinico, em condi¢des clinicamente reproduziveis e
aplicaveis, utilizando o FCS como controle. As CTMs foram isoladas da AMO de um
doador adulto e foram cultivadas na presenca de FCS ou PLH na mesma
concentracao (10%). As CTMs foram caracterizadas por citometria de fluxo e através
de ensaios de diferenciacdo osteogénica e adipogénica, confirmados pela identificacdo
de matriz calcificada e goticulas adipdides, respectivamente. Estas diferenciacdes
autenticaram a multipotencialidade das CTMs. Os resultados indicaram que, em geral,
a PLH foi superior ao FCS na promoc¢éo do crescimento celular, e, nos outros testes
realizados, os resultados da PLH foram pelo menos similares aos do grupo controle.
Desta maneira, concluiu-se que a PLH é um fator de crescimento efetivo para a
expansao de CTMs humanas em escala clinica, quando associado a biomateriais ja

aprovados para uso em humanos (WARNKE, et al., 2013).

Em modelo in vitro, pesquisadores (KANG, et al., 2013) investigaram a proliferacdo e
diferenciacao celular de células tronco mesenquimais humanas derivadas da medula
o0ssea (hCTM-MOs) e células endoteliais derivadas da veia umbilical humana
(CEHVUs) em mono ou co-culturas, em um arcabougo composto por 3-TCP. Foram
monitoradas a morfologia das células, através de microscopia eletrbnica e a
diferenciacdo celular, utilizando-se o marcador celular osteogénico ALP e o
angiogéncio Platelet-endothelial cell adhesion molecule (PECAM-1). Os resultados
indicaram que tanto as hCTM-MOs quanto as CEHVUs se aderiram e proliferaram nos
arcaboucos de B-TCP. Em monocultura, as hCTM-MOs apresentaram um crescimento
mais rapido apds a primeira semana, porém as CEHVUs alcancaram niveis similares
de proliferacédo apés 14 dias. Além disto, o arcabouco promoveu a atividade da ALP
nas duas culturas separadas e também na co-cultura, sendo que nesta a atividade da
ALP foi maior do que na monocultura de hCTM-MOs. Nos periodos de 07 e 14 dias, a
reacdo da cadeia da polimerase em tempo real indicou que a expressdo dos genes

runx2 e ALP permaneceram inalteradas nas culturas de hCTM-MOs, mas a expressao
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génica da ALP aumentou significativamente nas co-culturas quando nao se diferenciou

a contribuicdo de cada tipo celular.

Os resultados demonstraram que o B-TCP suportou a aderéncia e proliferacdo dos
tipos celulares estudados, tanto em culturas separadas quanto em monculturas. Nas
co-culturas, observou-se que as CEHVUs promoveram o aumento da diferenciagéo
osteogénica inicial das hCTM-MOs (KANG, et al., 2013).
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4.5 ESTUDOS IN VIVO

4.5.1 ESTUDOS EM MODELO ANIMAL

Os experimentos em modelo animal apresentam grande importancia para 0 meio
cientifico, uma vez que servem como base para o desenvolvimento de varios
tratamentos a serem aplicados aos seres humanos, como métodos cirlrgicos,
protocolos clinicos e drogas, dentre outros. Em relagdo ao uso de células tronco da
medula 6ssea para regeneracdo 0ssea na implantodontia, encontram-se disponiveis
na literatura cientifica diversos estudos de grande relevancia, que utilizaram, em
modelos animais, desde o aspirado “in natura”, até as proprias células mesenquimais

isoladas e cultivadas “in vitro”, em associa¢do ou nao a diferentes biomateriais.

4.5.1.1 USO DO ASPIRADO DE MEDULA OSSEA

Pelegrine et al. (2011) avaliaram, através de andlises clinicas, histologicas e
histomorfométricas, o potencial de formacdo oOssea de enxertos homdlogos e
autégenos associados ou ndo a medula éssea autdégena, em um modelo de
regeneracdo Ossea guiada na calvaria de coelhos. O experimento incluiu 30 coelhos
adultos, divididos aleatoriamente, formando 06 grupos contendo 10 animais, e estes

foram avaliados ap6s 02 e 03 meses de cicatrizagao.

Foram fixados 60 cilindros de titdnio nos cranios dos coelhos, e estes foram
preenchidos da seguinte maneira: (A) osso autégeno; (AM) osso autdgeno associado
a medula 6ssea; (H) osso homoélogo fresco congelado; (HM) osso homélogo fresco
congelado associado a medula 6ssea; (M) medula 6ssea autdloga pura; (C) coagulo
sanguineo. Em seguida ao preenchimento, os cilindros foram fechados por tampas

oclusivas de titdnio (Figura 3).
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Figura 3: (a) enxertos em posicao; (b) cilindros fechados pelas tampas olcusivas. (Fonte:
PELEGRINE, et al., 2011)

Apés 02 e 03 meses da cirurgia, os cilindros foram reabertos para medicdo do
aumento 6sseo em altura e posterior remocdo de amostras para analises histolégicas
e histomorfométricas. Para estas avaliagcdes, consideraram-se 0s seguintes fatores:
neoformacdo 6ssea, presenca de particulas residuais dos enxertos e presenca de

tecido ndo mineralizado.

Macroscopicamente, determinou-se que o0s sitios enxertados com materiais
mineralizados (grupos A, AM, H e HM) apresentaram maiores indices de reconstrucao
0ssea, quando comparados aos sitios dos grupos enxertados apenas com medula
O0ssea ou coagulo (M e C), nos dois momentos avaliados. Entretanto, o grupo M
mostrou melhores resultados do que o C, que obteve resultados nulos. Nenhuma
diferenca estatistica foi encontrada entre os 04 grupos nos quais foram utilizados

materiais mineralizados.

Os grupos que utilizaram osso homologo apresentaram maiores taxas de particulas
residuais do que os com o0sso autégeno, e em todos estes grupos, uma maior
guantidade de particulas foram encontradas no tercos mais superiores dos cilindros.
Em relacdo a quantidade de tecido ndo mineralizado, nenhuma diferenca
estatisticamente significante foi observada entre os grupos A e AM. Estes dois grupos
mostraram as maiores quantidades de tecido ndo mineralizado, seguido por HM e H.

Os grupos M e C apresentaram menores taxas de tecido ndo mineralizado.

As técnicas de enxerto que utilizaram osso homologo fresco congelado ou o0sso
autdgeno, associados ou ndo a medula 6ssea, em conjunto a um dispositivo que
funcione como uma barreira mantenedora de espaco promoveram maior formacao
O0ssea do que o coagulo sanguineo e a medula éssea pura. Ambos o0s materiais
mineralizados resultaram em similares quantidades de formacgdo éssea, tanto no
aspecto macroscopico quanto microscopico. O uso de apenas a medula éssea

apresentou melhores resultados em comparagdo ao coagulo sanguineo, entretanto,
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guando se trata de enxertos onlay, a associacdo com materiais mineralizados é

necessaria.

Um estudo semelhante foi desenvolvido em coelhos, porém avaliou a regeneracao
O0ssea de defeitos criticos ap6s o uso de um substituto 6sseo xendgeno particulado
(Bio-Oss; Geistlich Biomaterials, Wolhusen, Switzerland) enriquecido com aspirado de
medula dssea. A amostra incluiu 10 animais, que foram divididos em 02 grupos de
maneira radomizada. Em cada animal foram criados defeitos 6sseos criticos bilaterais
de mesmo diametro nos ossos parietais. Nos ratos do grupo controle, os defeitos dos
dois lados foram preenchidos por Bio-Oss, enquanto no grupo teste, os defeitos dos
dois lados foram preenchidos por Bio-Oss enriquecido por aspirado medula 6ssea
autdloga. Nos dois grupos, apenas um defeito de cada animal foi recoberto por
membrana reabsorvivel (Bio-Gide; Geistlich Biomaterials, Wolhusen, Switzerland). Os
animais foram sacrificados ap6s 08 semanas e realizaram-se exames

histomorfométricos e tomografias computadorizadas.

As tomografias indicaram um menor defeito remanescente nas areas que receberam
recobrimento por membrana do grupo teste, quando comparadas ao grupo controle,
com ou sem a utilizacdo de membrana. As analises histomorfométricas nao indicaram
diferencas entre os grupos com respeito as areas de tecido nao vital mineralizado. Em
relacdo as quantidades de tecido vital, o grupo experimental com membrana
apresentou uma maior area percentual, quando comparado ao grupo controle, em
ambas situacdes. Paras as areas ndao mineralizadas, o grupo experimental associado
a Bio-Guide obteve menor area percentual em comparacao ao controle, com ou sem
membrana. Desta maneira, 0os autores concluiram que tanto o uso de medula éssea
autdloga, quanto o uso de membrana podem contribuir para o0 aumento da
regeneracdo 0ssea, e estas parecem apresentar uma acgao sinérgica quando utilizadas
associadamente (OLIVEIRA E SILVA, et al., 2012).

4.5.1.2 USO DA FRAGAO MONONUCLEAR DA MEDULA OSSEA

Dallari et al. (2006) desenvolveram um experimento com o objetivo de se comparar o
reparo em defeitos 6sseos de coelhos tratados com CTM-MO, PRP e enxertos sseos
homélogos congelados e secos (FDBA) sozinhos ou em combinagdes entre si (CTM-
MO + PRP; FDBA + CTM-MO; FDBA + PRP; FDBA + PRP + CTM-MO).
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Criaram-se defeitos dsseos criticos bilaterais nos fémures de 48 coelhos adultos. Os
animais foram divididos em grupos, nos quais os defeitos dos lados direito e esquerdo
foram tratados com diferentes materiais, da seguinte maneira: Grupo 1 — lado direito:
CTM-MO, lado esquerdo: PRP; Grupo 2 — lado direito: FDBA + CTM-MO, lado
esquerdo: FDBA + PRP; Grupo 3 — lado direito: FDBA, lado esquerdo: PRP + CTM-
MO; Grupo 4 — lado direito: FDBA + PRP + CTM-MO, lado esquerdo: sem nenhum

preenchimento.

As células utilizadas no experimento foram obtidas do AMO da crista iliaca dos
animais, coletado antes da cirurgia. Este material foi submetido a um processamento
de separacdo celular por gradiente de densidade. Também anteriormente ao

procedimento, sangue periférico arterial foi coletado para a obtencao do PRP.

Avaliacbes histolégicas e histomorfométricas foram realizadas apés 02, 04 e 12
semanas do procedimento. Calculou-se uma taxa de regeneracéo através da medicao
da area residual do defeito 6sseo e a arquitetura do novo osso formado foi comparada

com a original.

Em todos os momentos avaliados, a taxa de regeneracdo 0ssea foi maior nos grupos
PRP + CTM-MO, FDBA + PRP, FDBA + CTM-MO e FDBA + PRP + CTM-MO, e os
menores valores foram alcancados com PRP. Em 02 semanas, a maior taxa de
regeneracdo tecidual foi alcancada pelo tratamento com FDBA + PRP + CTM-MO,
apresentando diferencas estatisticamente significativas quando comparados aos
grupos PRP e CTM-MO. Apds 04 semanas, a taxa de regeneracao 0ssea aumentou
em todos 0s grupos experimentais, com excec¢do do PRP. Finalmente, as avaliacbes
apos 12 semanas indicaram que as taxas de formacao 6ssea em FDBA + PRP, FDBA
+ CTM-MO e FDBA + PRP + CTM-MO foram significativamente maiores que em PRP.
Neste mesmo periodo de avaliacdo, diferencas significativas continuaram presentes
entre os grupos PRP, CTM-MO, FDBA e osso nativo. Estes resultados indicaram que
a combinacdo de osso homélogo fresco e congelado, células mesenquimais da
medula dssea e plasma rico em plaquetas permite a aceleracdo dos processos de

regeneracédo e remodelacao 6sseos.

Pelegrine et al. (2013) compararam a regeneracdo 6ssea obtida ap6s o uso de: (1)
enxerto xenégeno enriquecido por aspirado de medula 6ssea, (2) enxerto xenégeno
enriquecido pela fracdo mononuclear da medula 6ssea (Figura 4) e (3) enxerto
xendgeno sem associagcao a outro material. A amostra incluiu 21 coelhos, nos quais
foram criados 02 defeitos 6sseos criticos nos 0ssos parietais de cada animal, e estes

foram distribuidos de maneira randomizada em trés grupos de 06 animais (Grupos 1, 2
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e controle), e um grupo de 03 animais (grupo sem preenchimento). Nos grupos 1, 2 e
controle, os defeitos foram preenchidos com os seguintes materiais: grupo 1 — 0sso
xendgeno (Bio-Oss) associado ao aspirado de medula éssea fresca; grupo 2 — 0sso
xendgeno associado a fracdo mononuclear da medula 6ssea; e grupo controle —
apenas 0sso xenégeno. Nestes grupos, um dos dois defeitos de cada animal foi
aleatoriamente recoberto por membrana. Nos trés animais remanescentes, os defeitos
foram mantidos sem preenchimento. Ap6s 8 meses, obtiveram-se amostras para as

analises.

Figura 4: tubo de propileno apds centrifugacdo do gradiente de densidade. (a) Notar fracdo
mononuclear (seta); (b) Fracdo mononuclear da medula éssea misturada ao Bio-Oss. (Fonte:
PELEGRINE, et al., 2013)

Os defeitos do grupo sem preenchimento ndo apresentaram formacao 6ssea. Os sitios
gue foram recobertos por membrana mostraram melhores resultados em relagcao a
regeneracdo o6ssea. O grupo 2 apresentou o maior percentual de tecido vital
mineralizado, sendo 28.17 + 3.19% para os defeitos recobertos por membrana e 21.12
+ 0.55% para os sem membrana, seguido pelo grupo 1, que mostrou os percentuais
de 21.14 + 7.37% e 12.45 + 6.33%, para os sitios com e sem membrana,
respectivamente. O 0sso nativo apresentou taxas de 65.31 + 4.43% de o0sso vital
mineralizado. O grupo 2 também teve o menor percentual de tecido ndo mineralizado,
e o menor indice de reabsorcdo, possuindo a maior quantidade de particulas de
biomaterial remanescentes. Neste aspecto, ndo houve diferencas estatisticas entre os
grupos 1 e controle.

Portanto, concluiu-se que a associacdo do aspirado de medula Gssea fresca e

especialmente da fracdo mononuclear da medula éssea ao 0sso xendégeno,



39

preferencialmente com o uso de membrana, contribuiram ao aumento da regeneracao
Ossea. Entretanto, o nivel de tecido mineralizado do osso nativo ndo foi alcancado

apos 08 semanas de pods-operatério em coelhos.

4.5.1.3 EXPERIMENTOS COM ISOLAMENTO E CULTIVO DE CELULAS TRONCO
MESENQUIMAIS PROVENIENTES DA MEDULA OSSEA

Com o objetivo de testar a habilidade das CTMs em regenerar tecido 6sseo, CTMs
foram carregadas em cilindros porosos de hidroxiapatita/tricalcio fosfato (HA/TCP) e
implantados em defeitos 6sseos segmentais de 08 mm em fémures de ratos adultos.
Para comparacao, alguns defeitos foram mantidos sem preenchimento, e outros foram
enxertados com 0 mesmo biomaterial associado a suspenséo celular da medula 6ssea
fresca ou em sua forma pura. O efeito de regeneragcdo foi avaliado em 04 e 08

semanas através de radiografias e analises histolégicas e histomorfométricas.

Os defeitos que ndo receberam enxertos, e aqueles que foram preenchidos por
apenas HA/TCP, ou HA/TCP associado a medula Ossea fresca falharam na
cicatrizacdo ap6s 08 semanas. Em contrapartida, os defeitos enxertados por HA/TCP
associado as CTMs mostraram significativamente maior formacdo éssea em 04
semanas, e foram completamente preenchidos ap6s 08 semanas, havendo excelente
unido com o0 o0sso nativo. As analises histomorfométricas indicaram que o
preenchimento 6sseo no grupo HA/TCP associado a CTMs (43%) foi maior que o
obtido pela associacdo de HA/TCP com a MO (19%) ou por apenas HA/TCP (10%), e

gue estas diferencas foram estatisticamente significativas (KADIYALA, et al., 1997).

Mankani et al. (2007) demonstraram, através de um estudo em modelo animal, que
transplantes de CTMs-MO séo capazes de formar tecido ésseo maduro quando
injetadas como suspensdes celulares com uma matriz particulada. CTMs-MO
humanas associadas a particulas de HA/TCP foram inseridas ou no espaco
subcutaneo dorsal ou subperiostalmente na calvaria de ratos imunodeficientes,
totalizando 43 transplantes. Foram utilizadas duas vias de implantacéo, a injetavel e a
cirdrgica, e as areas que receberam os enxertos pela via injetavel foram incluidas no
grupo experimental, enquanto as areas acessadas por extensa exposicao cirlrgica
foram incluidas no grupo controle. Ap6s 07 a 110 semanas, foram removidas amostras

para analises histoldgicas, de propriedades mecanicas e de sua origem celular.
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A extensdo da neoformacao 6ssea e hematopoiese, a aderéncia ao 0sso nativo da
calvaria, e a dureza e o mddulo de elasticidade das amostras foram comparaveis entre
0s dois grupos. A hibridizagdo in situ confirmou a origem humana do novo 0sso
formado. Diante destes resultados, os autores concluiram que as CTMs-MO
associadas a particulas de HA/TCP injetadas em suspensao podem formar tecido
0sseo maduro que apresentem propriedades mecanicas e histologicas similares ao
osso formado através de procedimentos cirdrgicos padrfes. Assim, abrem-se
possibilidades para se acessar a capacidade osteogénica de populacbes celulares,
controlar a formacédo e reparacdo 6ssea e tratar deficiéncias Osseas, todas em

intervencBes minimamente invasivas.

Jafarian et al. (2008) compararam a regeneracao 0ssea alveolar baseada em CTMs-
MO associada a dois tipos de biomateriais, em um modelo de defeitos alveolares de
espessura total em cachorros. As células foram isoladas do AMO, cultivadas e
expandidas através de 03 sucessivas subculturas. O potencial de diferenciacdo em
osteoblastos foi testado e confirmado in vitro antes do transplante celular. As células
indiferenciadas foram incubadas com matrizes de HA/TCP recobertas por colageno
bovino tipo | purificado, e de Bio-Oss, e estes biomateriais associados ou ndo as
células (HA/TCP/CTM-MO; HA/TCP; Bio-Oss/CTM-MO; Bio-oss) foram implantados
intramuscularmente nos masseteres de 04 animais e também em defeitos 6sseos
criados nas suas mandibulas. Estes procedimentos tiveram o objetivo de avaliar a
formacéo ectdpica de osso nas regibes intramusculares abordadas e nos defeitos

0sseos criticos, que envolviam as duas corticais.

Apbés 06 semanas dos enxertos, os animais foram sacrificados e coletaram-se
amostras para analises. As avaliagcbes por microscopia eletrdbnica de amostras
representativas indicaram que nas matrizes de HA/TCP ocorreu maior aderéncia
celular e melhor distribuicdo das células. As andlises histologicas das amostras
inseridas nos musculos indicaram a presenca de tecido ésseo trabecular, com
ostedcitos e osteoblastos regularmente distribuidos, além de matriz calcificada amorfa
e capsula fibrosa, indicando atividade de formacédo éssea. Os percentuais de novo
osso foram de 29.12% nos enxertos de HA/TCP/CTM-MO e 28.18% nos de Bio-
Oss/CTM-MO, enquanto nos grupos controle com as matrizes sem adicao de células
os valores foram de 23.57% e 24.17%, respectivamente. Estes achados indicaram que
ha diferencas na quantidade de regeneracao 6ssea em resposta as células, mas nao

houve significancia estatistica.
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Em relacdo as amostras removidas das areas dos defeitos 6sseos, os tecidos
neoformados consistiram em pequenos pedacos de 0sso mineralizado e largos
espacos medulares, com células adiposas e hematopoiéticas. Camadas de células
ativas cubdides tipo-osteoblastos foram observadas em todos os grupos, sendo mais
facilmente encontradas nos grupos com células mesenquimais sedimentadas.
Verificou-se maior contato entre tecido dsseo e biomaterial nos grupos com CTM-MOs,
e a adicdo destas células causou uma leve tendéncia de aumento das trabéculas
Osseas. Apds 06 semanas, o percentual de neoformacdo Ossea no grupo
HA/TCP/CTM-MO foi 65.78% e no grupo controle HA/TCP, 44.90%, havendo
diferencas estatisticamente significantes. Em relacdo ao grupo Bio-Oss/CTM-MO e
seu grupo controle Bio-Oss, o valor encontrado foi 50.31% e 36.83%, respectivamente.
Apesar de ter havido diferencas entre as matrizes carregadas por células
mesenquimais, estas diferencas ndo foram estatisticamente significantes. Em
concluséo, este estudo demonstrou que em combinagdo com as CTMs, 0S novos
substitutos 6sseos bifasicos podem oferecer melhores condi¢6es para a regeneragao
0ssea do que o tradicional biomaterial de origem bovina. Estes materiais se

mantiveram nos defeitos e contribuiram para a regeneracgéo 0ssea.

Lei et al. (2009) realizaram um experimento para avaliar a eficacia do PRP em
transportar CTMs em arcaboucos porosos 3D em comparagcdo ao plasma pobre em
plaguetas (PPP) e o meio de Eagle modificado de Dulbecco (DMEM). Paralelamente a
ensaios in vitro, desenvolveu-se um estudo in vivo que baseado na analise de em
defeitos 6sseos na calvaria de cabras enxertados por estruturas de CTMs/PLGA, com
0 objetivo de se detectar radiolégica e histologicamente a capacidade do PRP em
incrementar a regeneracao 6ssea. Os animais foram divididos aleatoriamente grupos
gue receberam diferentes modalidades de tratamento (defeitos n&o tratados; DMEM/
CTM/PLGA; PPP/CTM/PLGA; e PRP/CTM/PLGA). Os resultados demonstraram que a
eficacia de sedimentacéo das células tronco mesenquimais do PRP foi similar ao PPP,
mas os potenciais para proliferacdo celular in vitro e para a regeneragao 6ssea in vivo
foram maiores do que PPP e DMEM. Assim, o PRP pode potencialmente efetuar um
transporte efetivo e conveniente das células aos arcabougos porosos, caracteristica

gue apresenta grande valia na engenharia tecidual.

Um estudo realizado em 2013 teve como objetivo avaliar o0 NanoBone (Artoss,
Rostock, Germany) como carreador para CTMs e fator de crescimento rico em
plaguetas (PRGF). Nanobone é um composito de hidroxiapatita nanocristalina (HA) e
matriz de silica em gel. Este biomaterial caracteriza-se por alta porosidade (60%),

fornecendo grandes propriedades osteocondutivas e angiogénicas. Suas
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caracterisiticas de biocompatibilidade e biodegradacdo o fazem como um potencial
material substituto a enxertos autégenos para o futuro. O PRGF, assim como o PRP, é
obtido através de processamentos especificos do sangue e composto por fatores
indutivos autdlogos Eles apresentam altas concentracées de plaquetas e contém
diferentes fatores de crescimento, como o fator de crescimento transformador (TGF-8),
fatores de crescimento derivados de plaquetas (PDGF) e produtos da fibrina (BEHNIA,
et al., 2013).

O modelo experimental baseou-se na amostra de 08 coelhos, nos quais foram criados
04 defeitos 6sseos nas calvarias. Os defeitos receberam os seguintes tratamentos:
Grupo 1 — 0.2 mg de nano-HA + 1 mL de meio de cultura; Grupo 2 — 0.2 mg de nano-
HA + 1 mL de PRGF autégeno + 2 mL de meio de cultura; Grupo 3 — 0.2 mg nano-HA
+ 2 mL de meio de cultura contendo 100,000 CTMs autégenas; Grupo 4 — 0.2 mg
nano-HA + 2 mL de meio de cultura contendo 100,000 CTMs autdégenas + 1mL de
PRGF autdégeno. Andlises histomorfométricas realizadas apés 06 e 12 meses
demonstraram formacao Ossea significativamente maior no grupo 4 (29.45% e
44 .55%, respectivamente). Nos grupos 1, 2 e 3, os percentuais de formacdo Ossea
encontrados nos dois periodos avaliados foram, respectivamente: 11.35% e 32.53%,
29.10% e 39.74%, 25.82% e 39.11%. Portanto, os autores concluiram que Nanobone
associado a CTMs e PRGF aparentemente formam uma efetiva combinacdo para a

regeneracdo 6ssea no modelo estudado (BEHNIA, et al., 2013).

O PRP é uma excelente matriz para a inducdo da osteogénese, e possui muitos
fatores de crescimento e proteinas de matriz extracelular, além de auxiliar na
proliferacdo de CTMs indifereciadas e de osteoblastos, acelerar os processos de
qguimiotaxia e estimular a deposicdo de colageno e a angiogénese (YAMADA et al,
2004). Varios estudos avaliaram técnicas que associam as CTMs a agregados
plaquetarios (YAMADA et al., 2004 A; YAMADA et al.,, 2004 B; ITO, et al., 2005;
OHYA, et al., 2005; HWANG, et al., 2010).

7

Mantendo o objetivo principal da engenharia tecidual, que € se regenerar defeitos
0sseos significativos através de procedimentos minimamente invasivos, Yamada et al.
(2004 A) desenvolveram um experimento para avaliar a formacéo 6ssea obtida pela
combinacédo entre PRP e CTMs expandidas in vitro. Dentes da arcada inferior de cdes
foram extraidos, aguardaram-se dois meses poOs-extracao e defeitos 6sseos bilaterais
foram realizados com uma broca trefina. Os defeitos foram enxertados da seguinte
maneira: PRP; CTMs caninas (dCTMs) e PRP; osso autdgeno particulado (OAP); e

grupo controle (apenas o defeito).
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Os tecidos neoformados foram avaliados por radiografias, histologia e
histomorfometria, apds 02, 04 e 08 semanas. De acordo com as observacbes
histolégicas, o grupo dCTMs/PRP apresentou um tecido osso maduro mais bem
estruturado e maior neovascularizagcdo, quando comparado com 0s outros grupos nos
periodos apds 02 e 04 semanas. Em relacdo aos achados das andlises
histomorfométricas, apds 08 semanas, as areas de neoformacédo representavam 18.3
+ 4.84% das amostras do grupo controle, 29.2 + 5.47% do grupo PRP, 61.4 + 3.38%
do grupo OAP e 67.3 + 2.06% do grupo dCTMs/PRP. As diferencas entre OAP,
dCTMs/PRP e grupo controle foram estatisticamente significativas. Desta maneira,
estes resultados demonstraram que a associacao de células tronco mesenquimais

expandidas in vitro ao PRP é (til como um substituto 6sseo osteogénico.

O mesmo grupo de pesquisadores realizou um estudo em modelo similar ao anterior,
porém com o objetivo de investigar a correlacdo entre a osseointegracéo de implantes
dentais e osso injetavel (“injectable tissue-engineered bone”), utilizando CTMs e PRP.
Apds 01 més da extracdo de dentes inferiores de cées, criaram-se defeitos 6sseos
bilaterais, que foram enxertados da mesma maneira: PRP; dCTMs/PRP; OAP; e grupo

controle (apenas o defeito).

Apds dois meses, coletaram-se amostras para avaliacdo histolégica e, no mesmo
momento, instalaram-se implantes. Novamente apds dois meses, 0s animais foram
sacrificados e outras amostras foram avaliadas histolégica e histomorfometricamente.
De acordo com as observagdes histoldgicas, o grupo dCTMs/PRP apresentou tecido
0sseo maduro e neovascularizado, em comparacao aos grupos controle e PRP, assim
como o grupo de 0sso autdgeno. Observou-se um nivel ésseo marginal mais alto ao
redor dos implantes instalados nos grupos experimentais em relagdo ao grupo
controle. Além disto, os valores descrevendo a quantidade de contato osso — implante
(BIC) foram significativamente maiores nos grupos PRP, OAP, dCTMs/PRP em
relacdo ao grupo controle, sendo que os maiores valores encontrados foram no grupo
dCTMs/PRP. Também foram encontradas diferencas estatisticamente significativas
entre dCTMs/PRP e grupo controle no que se refere a densidade 6ssea. As analises
deste experimento indicaram que a associacdo de CTMs ao PRP gera em bons
resultados, e estes sdo comparaveis aos alcangcados por enxertos autdégenos
(YAMADA et al., 2004 B).

Também investigando a relacdo entre CTMs e PRP, um estudo realizado em 2005
avaliou a resisténcia mecanica baseada em achados histolégicos de tecidos 6sseos

produzidos por este método de engenharia tecidual. Em um modelo experimental
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similar a YAMADA, et al. (2004 A) , foram analisadas amostras de defeitos 6sseos
preenchidos pelos mesmos biomateriais, e também por Bio-Oss, da seguinte maneira:
1 - PRP; 2 — PRP/dCTMs; 3 — 0sso autdgeno; 4 — Bio-Oss; 5 — grupo controle (apenas
o defeito). Apos 2, 4, 8 e 12 semanas as amostras foram analisadas histologicamente
com o objetivo de se avaliarem suas propriedades mecéanicas. De acordo com as
observacdes histologicas, o grupo dCTMs/PRP apresentou um tecido 6sseo maduro
em comparacdo aos grupos controle, Bio-Oss e PRP. O valores encontrados pelo
teste de dureza de Vickers foram: grupo controle - 8, PRP - 9, osso autdogeno — 11,
dCTMs/PRP — 17, e Bio-Oss: nado foi detectado. Desta maneira, os autores concluiram
que, do ponto de vista histol6gico e mecénico, a engenharia tecidual pode ser utilizada

para os estagios iniciais de regeneracao 6ssea (ITO, et al., 2005).

Ohya et al. (2005) compararam a habilidade de regeneracdo 6ssea entre a
combinacdo de CTMs e PRP e o promissor método que associa 0sso autdgeno
particulado ao PRP, em levantamentos de soalho de seio maxilares. O grupo amostral
compreendeu 18 ratos, que foram submetidos a enxertos bilaterais nos seios
maxilares, em modelo de boca dividida. Os animais foram sacrificados ap6s 2, 4 e 8
semanas, e as amostras das areas enxertadas foram analisadas histolégica e
histomorfometricamente. Os achados histolégicos indicaram que ambos os lados
(CTMs/PRP e OAP/PRP) mostraram boa neoformacédo 6ssea e neovascularizagao nos
periodos de 2 e 4 semanas. Apés 8 semanas, observou-se formacao de cortical 6ssea
abaixo da membrana e na parede lateral do seio, e as trabéculas com clara estrutura
lamelar foram incorporadas nos espa¢os medulares nos dois lados. Nado houve
diferencas estatisticamente significantes em relacao ao volume Osseo e altura 6ssea
entre os grupos CTMs/PRP e OAP/PRP a cada semana, mas ocorreram diferencas
estatisticamente significantes entre 02 e 08 semanas no dois grupos. No grupo
OAP/PRP houve significante variacdo do volume 6sseo entre 04 e 08 semanas.
Assim, sugere-se que o complexo CTMs/PRP pode ser utilizado para regeneracdo
O0ssea em levantamentos de soalho de seio maxilar, e se compara a associa¢cdo
OAP/PRP.

Hwang et al. (2010) investigaram se a combinacdo de CTMs com PRP apresenta
vantagens sobre o uso de PRP, em relacdo ao periodo de consolidacdo de
mandibulas submetidas a distracdo osteogénica. Como esta técnica requer, em média,
08 a 12 semanas para consolidacdo, aumenta-se o risco de complicacdes, como
infeccbes, fraturas e desconforto, o que faz com que novos métodos sejam

desenvolvidos, em busca de solucbes que reduzam este tempo. O modelo
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experimental se baseou na instalacdo de distratores externos bilaterais nas
mandibulas de 38 coelhos. Apds os 05 dias de laténcia, realizou-se a distracdo 6ssea
por 06 dias, totalizando 6.3 mm de abertura. PRP com ou sem CTMs foi injetado nas
regibes expandidas no primeiro dia do periodo de consolidagédo. Os animais incluidos
no grupo controle ndo receberam nenhum material nos espacos obtidos pela
expansdao. Os tecidos cicatriciais foram analisados histolégica, radiolégica e

mecanicamente apds 01, 02, 03 e 04 semanas de consolidacgéo.

Em todas as semanas do periodo de consolidacdo, o grupo CTM/PRP obteve
melhores resultados que o grupo PRP e o grupo controle em todos os testes
realizados. Ap6s 01 semana, o grupo CTM /PRP mostrou o melhor resultado quando
comparado as outras semanas de consolidacdo, e a diferenca entre este grupo e os
outros dois diminuiu com o tempo, indicando que a terapia celular influencia na
regeneracdo 6ssea nos estagios inicias de cicatrizacao. Este estudo utilizou a analise
de radiodensidade através de radiografias, e apesar da correlacdo entre a densidade
mineral 6ssea (DMO) e radiodensidade ndo terem sido estudadas, considerou-se que
a DMO de 70%, citada por diversos estudos como padrdao de periodos de
consolidacdo em geral, se equivaleria as taxas entre 80% e 90% da taxa de
radiodensidade obtida pela razdo entre novo 0sso e o0sso nativo (NO/ON). Estas
analises foram realizadas considerando o periodo de 04 semanas como o periodo
padrédo de consolidacdo para coelhos. O tempo requerido para se chegar aos
percentuais de 80% e 90% de NO/ON no grupo CTM/PRP foi presumido através de
analises de regressdo, e foi comparado com os grupos controle e PRP. Foram
diminuidos 15.6 e 6.6 dias na razdo de 80% e 12.4 e 5.1 dias na razado de 90%,

respectivamente.

Em concluséo, a adicdo de CTMs em matrizes de PRP aumentou significativamente a
neoformacao éssea, a mineralizacdo e as propriedades mecanicas em comparacgao ao
uso de apenas PRP. Assim, estes resultados indicaram que tal terapia combinada é
mais efetiva para a reducdo do periodo de consolidacdo da distracdo osteogénica
(Hwang, et al., 2010)

Honda et al. (2013) desenvolveram um estudo com o propésito de avaliar in vivo a
capacidade do fator de crescimento concentrado (FCG) associado a CTMOs-MO em
regenerar defeitos 6sseos em criticos em calvarias de ratos. Além disso, tiveram o
objetivo de regular in vitro a proliferacéo e a diferenciacdo osteogénica das CTMs.
FCG é um biomaterial de fibrina rica em plaquetas e rica em leucdcitos (L-PRF)

definido como “concentrado plaquetario de segunda geragédo”. O FCG contém fatores
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de crescimento plaquetarios autégenos osteoindutivos e matriz de fibrina

osteocondutiva.

No experimento in vivo, 27 ratos foram aleatoriamente divididos em 03 grupos, sendo
gque em um grupo os defeitos foram preenchidos por FCG obtido dos animais, em
outro, por FCG associado as CTMs e, no ultimo, os defeitos 6sseos nao receberam
nenhum preenchimento, sendo considerado como grupo controle. O grupo FCG
apresentou melhor regeneracdo 6ssea em comparagdo ao controle, e a terapia
combinada de FCG e CTMs levou ao quase total reparo dos defeitos apds 12
semanas do procedimento cirargico. No experimento in vitro, foi utilizada uma
linhagem de células tronco mesenquimais humanas, pois os autores acreditaram que
0 uso de estabelecida linhagem celular poderia produzir resultados experimentais mais
estaveis, mesmo tendo sido necessaria a utilizacdo de FCG preparado de diferentes
voluntarios humanos. A fracdo liquida obtida do FCG promoveu proliferagéao,
maturacdo osteogénica e mineralizacdo das CTMs humanas de maneira dose
dependente, mas apresentou um efeito inibitério em altas concentracdes. Desta
maneira, concluiu-se que a fracao liquida do FCG promoveu a proliferagdo, maturacao
osteogénica e mineralizacdo das CTMs humanas in vitro, e a terapia combinada de
FCG e CTMs resultou em uma excelente regeneracao 6ssea in vivo (HONDA, et al.,
2013).

5.1 ESTUDOS EM HUMANOS

4.5.1.1 APLICAGAO CLINICA DO ASPIRADO DE MEDULA OSSEA

Pelegrine et al. (2010) realizaram um ensaio clinico radomizado (RCT) que investigou
o potencial do uso do AMO na preservacgao da crista 6ssea alveolar apés extracéo. Os
alvéolos dentarios incluidos no grupo teste foram enxertados com AMO, sem
associacdo a nenhum biomaterial, e foram comparados com os alvéolos do grupo
controle, que permaneceram preenchidos por apenas coagulo. O grupo teste
demonstrou melhores resultados (estatisticamente significantes) na preservagao
alveolar em espessura, apresentado uma perda 6ssea em espessura de 14,28%, em

média, enquanto no grupo controle, a perda foi de 34.82% em média. A altura da crista
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vestibular perdida também foi maior no grupo controle do que no teste, variando de
1.17 + 0.26mm (mediana 0.5) e 0.62 + 0.51mm (mediana 1), respectivamente. Além
disto, as analises histomorfométricas mostraram quantidades similares de osso vital

mineralizado nos dois grupos.

Soltan et al. (2007) investigaram a influéncia da adicdo de AMO a enxertos 6sseos
homoélogos em bloco utilizados na reparacao de defeitos ésseos. Uma técnica para
combinacdo destes dois materiais foi desenvolvida, na qual foram aspirados 3 a 4 mL
de MO da crista iliaca de 5 pacientes que apresentavam atrofia severa da crista 6ssea
alveolar. Cinco sitios receberam os blocos dsseos saturados com AMO fixados com
parafusos, e apds 4 meses, coletou-se tecido para analises histologicas e
histomorfométricas. Dentre o periodo de 4 a 8 meses de cicatrizagdo, todos os
enxertos se integraram aos leitos receptores, e receberam implantes que se
osteointegraram sem intercorréncias. As analises histologicas confirmaram adequada
integracdo dos enxertos, apresentando 89% de osso vital. Portanto, os autores
concluiram que a adicdo do aspirado aos blocos 6sseos homoélogos é favoravel a

formag&o novo 0sso no organismo.

Um estudo similar realizado em 2011 avaliou a eficacia de enxertos homdélogos em
blocos impregnados com medula 6ssea autdloga na terapia de aumento alveolar em
espessura. Foram selecionados 10 pacientes com necessidade de aumento 0sseo
horizontal na regido anterior da maxila, e estes foram randomizados em dois grupos.
No grupo teste, os pacientes receberam blocos homélogos impregnados com AMO, e
no controle, blocos homoélogos puros. Através de exames de tomografia
computadorizada realizados no pré-operatério e apdés 06 meses do procedimento,
avaliou-se o ganho 6sseo. Antes da instalacdo dos implantes, bidpsias ¢sseas foram

removidas e preparadas para analises histologicas e histomorfométricas.

O grupo experimental mostrou melhores resultados tomograficos no aumento da
espessura alveolar, com 4,60 + 1,43 mm (118,23 + 56,93 %), comparado com 0 grupo
controle, que obteve 2,15 + 0,47 mm (49,91 + 20,24 %). A despeito dos diferentes
resultados no ganho alveolar em espessura entre 0os grupos, todos os sitios receberam
implantes dentérios. A analise histomorfométrica também mostrou melhores resultados
(P<0,05) na quantidade de osso mineralizado vital no grupo experimental, com 60,7 +
16,18%, comparado ao grupo controle, que teve 41,44 + 12,50%. Estes achados
sugerem que o aspirado de medula éssea autdloga pode incrementar potencial
regenerativo do enxerto com bloco cértico-medular de osso homoélogo (COSTA, et al.,
2011).
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4.5.1.2 APLICACAO CLINICA DO CONCENTRADO DO ASPIRADO DE MEDULA
OSSEA

Sauerbier et al. (2011) realizaram um RCT com o objetivo de avaliar o potencial de
substituicdo do osso autdgeno pelo concentrado de medula éssea, obtido pelo
processamento no sistema BMAC (Bone Marrow Aspirate Concentrate; Haverst
Technologies Corp. Suite 10040 Grissom Road Plymouth, MA, USA). Foram testados
0sso autdgeno e BMAC em combinacdo a osso bovino mineral para a habilidade de
formacdo de novo osso. Realizou-se um ensaio clinico e histolégico randomizado,
multicéntrico e controlado. O potencial de formagcdo Ossea BMAC foi avaliado
histomorfometricamente, apés um periodo curto de cicatrizacdo (3 a 4 meses), em
procedimentos de levantamento de soalho de seio maxilar (LSSM). Como parametros
de avaliacdo, listaram-se a formacao de novo 0sso como parametro primario e volume
do aumento Gsseo e altura 6ssea como secundarios. As CTMs obtidas do BMAC
foram submetidas a uma prova de multipotencialidade, na qual elas foram
diferenciadas em trés linhagens e se testou sua habilidade em se diferenciar nos
fenotipos condrogénicos, adipogénicos e osteogénicos. Foram incluidos 26 pacientes,
com um total de 45 seios maxilares. No grupo teste foram incluidos 34 sitios, de 25
pacientes, que foram enxertados com a associacédo de Bio-Oss e BMAC, enquanto no
grupo controle utilizou-se a mistura padronizada de osso autégeno e biomaterial, na
propor¢cédo de 30% e 70%, respectivamente, em 34 seios maxilares. Desta maneira,

um total de 10 pacientes receberam o tratamento no modelo de boca dividida.

Em 39 amostras, incluindo 28 do grupo teste e 11 do controle, o volume ésseo foi
determinado radiograficamente. O ganho ésseo e a manutencdo da altura deste
aumento foram estatisticamente maiores no grupo teste. As andlises histolégicas
foram similares nos dois grupos, mostrando auséncia de sinais de inflamacao, lamelas
6sseas de osso neoformado contendo lacunas com ostedécitos, osso neoformado
conectando as particulas de biomaterial e estabilizando o complexo do enxerto.
Observou-se também novo 0sso nos macroporos do biomaterial, e presenca de vasos
sanguineos. Todas as espécimes mostraram principalmente osso reticular, com
regibes de maturacdo Ossea e estrutura parcialmente lamelar. As andlises

histomorfométricas demonstraram que ndo houve diferencas estatisticamente
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significativas em relacdo a neoformacdo Ossea, e a prova de multipotencialidade

confirmou a multipotencialidade das células e as comprovou como CTMs.

Em vista destes resultados, os autores concluiram que a associacédo de BMAC ao Bio-
oss pode promover regeneracao 6ssea em quantidade equivalente a mistura de 0sso
autégeno com tal biomaterial, mesmo apds curto periodo de cicatrizacdo, e que a
composicdo de enxerto testada pode compensar completamente o conhecido
beneficio da utlizacdo de osso autégeno na formacdo 6ssea inicial. Portanto,
apresentaram esta composicdo como uma nova opcao de tratamento, que incluiria
praticamente toda a conveniéncia do uso de apenas biomaterais, com praticamente a

mesma poténcia do osso autdgeno (SAUERBIER, et al., 2011).

Em outro RCT com metodologia bastante similar, Rickert, et al. (2011) avaliaram a
formacéo 6ssea apds LSSMs em 12 pacientes, realizados com Bio-Oss associado a
BMAC no grupo teste e Bio-Oss misturado a osso autégeno no grupo controle. Os
implantes foram instalados nas areas enxertadas 03 a 04 meses ap6s 0 primeiro
procedimento cirlrgico, momento no qual foram removidos tecidos para biopsia. O
principal ponto de avaliagdo foi o percentual de neoformacédo éssea apdés 03 meses.
Os autores concluiram que CTMs-MO associadas a Bio-Oss podem induzir a
formagéo de um volume suficiente de 0sso que proporcione a instalacdo de implantes
de maneira confiavel, em um periodo de tempo comparavel com o necessario quando
se utiliza somente Bio-Oss ou Bio-Oss misturado a osso autégeno. Esta técnica
poderia ser uma alternativa aos enxertos autdgenos, em particular por excluir a
inerente morbidade do sitio doador (RICKERT, et al., 2011).

Um RCT, publicado em 2013, foi realizado com o objetivo de avaliar os efeitos da
adicdo de AMO e BMAC ao Bio-Oss sobre a estabilidade volumétrica de enxertos em
seios maxilares durante 06 meses. A hipétese foi de que ambos teriam influéncia
positiva na estabilidade destes enxertos. O estudo compreendeu 13 pacientes com
necessidade de LSSM bilateral, e baseou-se na andlise de exames tomograficos, que
foram realizados em trés momentos: Inicial, dentro de 02 semanas apdés o
procedimento (SCAN 1) e apés 06 meses, antes da instalacdo dos implantes (SCAN
II). Os pacientes foram divididos de forma randomizada em dois grupos, e nestes
seguiu-se o modelo de boca dividida. O grupo A incluiu 06 pacientes, que receberam,
no lado controle, apenas enxerto com Bio-oss, e no lado teste, 08 mL AMO da tibia
associado a Bio-Oss. Ja o grupo B abrangeu 07 pacientes, que receberam no lado
controle, apenas Bio-Oss, e no lado teste, a associacdo de 03 mL BMAC da crista

iliaca com Bio-Oss.
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Apds 06 meses de cicatrizacdo, volumes dos enxertos diminuiram em comparacao
aos volumes iniciais medidos pela SCAN |, sendo que a diminuicdo média dos
volumes variou entre 0.46 mL parar Bio-Oss+BMAC e 0.71 ml para Bio-Oss+AMO. As
diminuicdes de volume foram significativas para todos os grupos (grupo A: P = 0.028;
grupo B: P = 0.018). Comparando-se os dois enxertos em cada grupo, nenhuma
diferenca significativa na diminuicdo em volume foi evidente. (grupo A: P = 0.950;
grupo B: P = 0.318). Uma analise das diferencas percentuais médias mostrou apenas
pequenas variagfes entre os dois grupos, com valores variando de 15.2% a 21.5% de
volume diminuido, e estas diferencas entre os dois grupos nos dois periodos nao
foram significativas, (grupo A t1/t2: P = 0.600/P = 0.249; grupo B t1/t2: P = 0.735/P =
0.990). Desta maneira, os autores concluiram que o volume de diferentes enxertos em
seios maxilares diminui no periodo de seis meses, mas nem o AMO nem o BMAC

podem impactar significativamente na diferenca volumétrica (KUHL, et al., 2013).

4.5.1.3 APLICACAO CLINICA DA FRACAO MONONUCELAR DO ASPIRADO DE
MEDULA OSSEA

Um estudo publicado em 2007 buscou descrever uma técnica de regeneracéo tecidual
utiizando osso homologo de bancos de ossos em combinacdo a células
mononucleares autdlogas e PRP, e visou demonstrar seus resultados clinicos a longo
e médio prazo. As células eram provenientes do aspirado de medula 6ssea da crista
illaca ou do externo de pacientes adultos, e foram cultivadas em um arcabouco por 24

horas para confirmacao de sua capacidade e aderéncia ao arcabouco.

A amostra incluiu 32 individuos que necessitavam de enxertos ésseos em regides da
maxila, e os pacientes foram submetidos a tomografias computadorizadas realizadas
no pré-operatério e apdés 8 meses da cirurgia. Os resultados em relagcdo a
osseointegracdo e quantidade 6ssea suficiente para a instalacdo de implantes
demonstraram uma taxa de 94.7% de sucesso, e as analises histolégicas indicaram
linhas de formacdes Osseas e presenca de osteoblastos ao redor de trabéculas
O0sseas. No acompanhamento pés-operatério de 02 a 04 anos, todos os implantes

estavam em funcgéo e praticamente sem perda éssea.

Portanto, os autores concluiram que a grande vantagem da utilizacdo da fracao

mononuclear composta por CTMs adicionada a precursores hematopoiéticos e fatores
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de crescimento € a promocao de adequada cicatrizacdo e integracdo dos enxertos.
Assim, sugerem que no futuro as pesquisas deveriam se direcionar a expansao in vitro
das células mononucleares da MO autéloga para posterior aplicacdo destas células

nos pacientes em maiores concentragdes (FILHO-CERRUTI, et al., 2007).

4.5.1.4 APLICACAO CLINICA DO ISOLAMENTO E CULTIVO DO ASPIRADO DE
MEDULA OSSEA

A engenharia tecidual pelo transplante de células autdlogas € um dos conceitos
terapéuticos mais promissores que vem sendo desenvolvidos, uma vez que pode
solucionar problemas como a morbidade dos sitios doadores em enxertos autégenos,
imunogeneicidade de enxertos homologos e o insucesso de enxertos sintéticos. Com o
objetivo de abolir estes problemas, um grupo de pesquisadores desenvolveu uma
nova tecnologia denominada osso injetavel, que envolve a morfogénese de um novo
tecido através do uso de estruturas formadas por células autégenas isoladas,
arcaboucos biocompativeis e fatores de crescimento (YAMADA, et al., 2004 A,
YAMADA, et al., 2004 B; YAMADA, et al., 2008; YAMADA, et al., 2011). Uma das
vantagens desta modalidade de terapia celular € o uso de células autégenas para

regeneracdo ossea.

YAMADA, et al. (2008) avaliaram clinicamente o uso de osso injetavel (“injectable
tissue-engineered bone”) para levantamento de soalho de seio maxilar com instalacéo
simultanea de implantes. A avaliacdo considerou o sucesso dos implantes e o estado
do osso regenerado. Este ensaio clinico incluiu 16 seios maxilares de 12 pacientes, e
o isolamento das CTMs-MO foi realizado a partir do AMO da crista iliaca posterior,
coletado 1 més e meio antes do procedimento cirargico, de acordo com o método de
Pittenger et al. (1999). Ja o PRP foi preparado com um dia de antecedéncia, e, no dia
da cirurgia, foi misturado em uma seringa com as células isoladas, cloreto de célcio e

trombina, para a produc¢do do osso injetavel (Figura 5).
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Figura 5: preparacdo do osso injetavel. (a) Procedimento de mistura dos componentes; (b)
Forma de aplicacéo clinica. (Fonte: YAMADA, et al., 2008).

A avaliacdo do osso regenerado foi realizada através das comparacdes da altura
inicial do osso residual medida na radiografia panoramica (confirmada no momento
cirdrgico) com as radiografias pds-operatorias em 3, 6, 12 e 24 meses ap0os, utilizando
o comprimento dos implantes como referéncia. No segundo estagio cirlrgico foram

removidas amostras para biopsia.

O potencial multipotente das células foi caracterizado pela diferenciacdo osteogénica
(atividade da ALP e deposicédo de célcio), e as taxas de sobrevivéncia e sucesso
cumulativo dos implantes foi de 100%. Os exames tomograficos mostraram densa
mineralizacdo do tecido ao redor dos implantes, sendo dificil a delimitacdo da borda
antiga do osso. Nao se observou nenhuma reabsor¢cao ou complicacdo no periodo
pés-cirdrgico de 2 a 6 anos. (YAMADA et al., 2008)

O mesmo grupo de pesquisadores desenvolveu outro estudo clinico em 2011, que
teve como objetivo avaliar os efeitos do osso injetavel em levantamentos de soalho de
seio maxilar pela técnica atraumatica (por oste6tomos), havendo instalagéo simultanea
de implantes, em pacientes com reabsorcéo severa da crista ssea alveolar maxilar
(Figura 6). A coleta e isolamento celular foram realizados da mesma maneira que
YAMADA et al. (2008), assim como a producdo do PRP. Os leitos cirlrgicos
preparados de acordo com a técnica de Summers, et al. (1994) foram preenchidos por
0sso injetavel anteriormente a instalacdo dos implantes, e o novo tecido mineralizado

foi avaliado por radiografias e tomografias computadorizadas.

A altura é6ssea vertical medida no pré-operatério foi de 7.3 + 1.4 mm. Os resultados
finais indicaram que esta altura apresentou um aumento de 6.1 £ 1.5 mm. Além disto,
a média da altura alveolar apds 03 e 06 meses foi de 15.6 + 1.5 (mediana 15.5) e 15.1
+ 1.4 (mediana 15.5), respectivamente, e foram estatisticamente significantes em
comparacao a altura Ossea inicial. No periodo avaliado, a altura 6ssea se manteve.
Em relacdo a média de osso regenerado, apds 03 meses esta foi de 8.2 £ 1.6 mm, e

apos 6 meses, 8.0 £ 1.4 mm: 8.1 + 1.3 mm no lado mesial e 7.9 + 1.5 mm no distal.
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Portanto, o estudo mostrou que um ganho 6ésseo suficiente para a instalacdo de
implantes foi conseguido pela técnica atraumatica de LSSM associada ao 0sso
injetavel. O tecido dsseo neoformado néo foi reabsorvido no periodo de 06 meses. A
mineralizacdo 6ssea aumentou rapidamente em 03 meses, indicando que pode ser
possivel alcancar uma regenaracdo 6ssea precoce em curto periodo de cicatrizacao
(YAMADA, et al., 2011).

Uma revisdo sistematica de literatura teve como objetivo investigar as evidéncias
cientificas disponiveis a respeito das caracteristicas e da efetividade clinica de
procedimentos de regeneracdo Ossea alveolar baseados na terapia celular,
comparados a métodos convencionais ja conhecidos, em humanos adultos. Para a
pesquisa bibliografica, ndo houve distingdo entre as fontes das CTMs. Estudos
observacionais e experimentais em adultos que relataram resultados de
procedimentos de regeneracdo Ossea por terapia celular ou engenharia tecidual,
realizados separadamente ou em comparacdo a métodos convencionais, foram
incluidos. Como resultados primarios, consideram-se as analises histomorfométricas
de neoformacdo Ossea. A efetividade das técnicas baseadas na terapia celular foi

avaliada de acordo com os resultados encontrados pelos estudos controlados.

Um total de 27 estudos foram identificados. Destes, 15 incluiam um grupo controle (8
RCTs), e foram considerados a possuir de moderado a alto risco de viés. A maioria
dos estudos relataram o uso da combinagcdo de CTMs com um arcabougo
osteocondutivo. Medula 6ssea e periosteo mandibular foram frequentemente relatados
como fontes de CTMs. As culturas in vitro levaram entre 12 dias a um més e meio.
Uma série de arcaboucos foram identificados, sendo autdégenos, homélogos,
xendgenos e aloplastico. O uso de osso bovino mineral foi frequentemente relatado a
alcancar resultados favoraveis, enquanto o PLGA foi associado a falhas em trés
estudos. A combinacdo entre Bio-Oss e CTMs obteve resultados similares a
associacdo de osso autdégeno e Bio-Oss. Trés RCTs e um relato de caso controlado
relataram formacgédo Ossea significativamente maior em sitios que foram enxertados
com terapia celular, quando comparados aos sitios tratados convencionalmente, apds

3 a 8 meses.

Assim, baseado nas limitadas evidéncias cientificas existentes, em um risco moderado
a alto de viés, procedimentos baseados em células sdo comparaveis, ou até
superiores, as terapias convencionais, com a significativa vantagem de evitar a

remocdo de tecido Gsseo autdégeno. Novos ensaios clinicos deveriam avaliar os
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resultados em relacdo as caracteristicas envolvendo cada paciente e a relagdo entre
tempo e custo destes métodos (SHANBHAG E SHANBHAG, 2013).

BAMMSCs

Figura 6: Esquema do protocolo de aplicacéo clinica do osso injetavel. (Fonte: YAMADA, et al.,
2011)
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5 DISCUSSAO

Diante da variedade de técnicas e materiais utilizados para reconstrucdes teciduais, o
enxerto autégeno é considerado o padrao ouro. Contudo, sua utilizacdo pode ser
limitada pela disponibilidade 6ssea, necessidade de outra area cirlrgica e grande
morbidade da area doadora (ROGERS E GREEN, 2012). Assim, técnicas alternativas
sdo extensamente investigadas para, em grande parte, substituir satisfatoriamente o
uso do osso autégeno em reconstrucdes alveolares. Além dos métodos que envolvem
0 uso de biomateriais, como osso homélogo, xendégeno e sintético (PAGNI, et al.,
2012), muitas pesquisas avangam no campo da engenharia tecidual (EGUSA, et al.,

2012).

As técnicas de engenharia tecidual buscam somar as caracteristicas de um material
osteocondutor a células que iniciam a osteogénese e a fatores de crescimento que
estimulam estas células a se diferenciarem, seguindo a tradicional triade da
osteoconducéo, osteogénese, e osteoinducao, propriedades intrinsecas dos enxertos
autégenos (KAIGLER e MOONEY, 2001; EGUSA, et al, 2012). Segundo o
regulamento técnico para o funcionamento de centros de tecnologia celular de células
tronco humanas publicado pela ANVISA (2010), considera-se como terapia celular a
restauracao da funcdo de um érgéo ou tecido através do transplante de CTs para a
substituicdo de células perdidas por trauma ou doenca especifica de qualquer
natureza, ou substituicdo de células que nao funcionam adequadamente devido a um
defeito genético Assim, os procedimentos que envolvem a engenharia de tecidos e
terapia celular vém sendo identificados como “padréo platina”, por atenderem aos
requisitos citados anteriormente (SOLTAN, et al., 2005). Desta maneira, diversos
autores investigam a associacao de diferentes biomaterias a CTs submetidas ou néo a
processamentos de separagéo e cultivo celular (YAMADA, et al., 2004 A; ITO, et al.,
2005; PELEGRINE, et al., 2011; RICKERT, et al., 2011) e a fatores de crescimento
(BEHNIA, et al., 2013).

Em relagdo aos arcaboucos utilizados como arcaboucgos para a terapia celular, varios
substitutos 6sseos foram avaliados quanto a sua eficacia quando associados as
CTMs, isoladas ou ndo por métodos de separacdo celular. Dos estudos incluidos
nesta revisao, encontraram-se os seguintes biomateriais: a-TCP; B-TCP; HA/TCP, HA,
PLGA, CF, Bio-Oss, osso homélogo e PRP. Em sua maioria, os resultados

encontrados foram satisfatérios, indicando a possibilidade de utilizacdo das técnicas
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propostas como alternativas confidveis para a regeneracdo de rebordo alveolar
(RICKERT, etal., 2011; SAUERBIER, et al., 2011; KUHL, et al., 2013).

Em geral, dos biomateriais existentes, o Bio-Oss é o mais amplamente utilizado, pois
apresenta propriedades fisicas similares ao osso medular humano, tanto em relacao a
estrutura morfoldgica quanto a composi¢ao mineral (SAUERBIER, et al., 2011). Sendo
assim, varios pesquisadores avaliaram técnicas de terapia celular que o utilizam como
arcabouco osteocondutor, havendo a hipétese de que os resultados seriam favoraveis.
Oliveira e Silva, et al. (2012) realizaram um experimento em modelo animal que
avaliou a associacdo do Bio-Oss ao AMO, e encontraram resultados favoraveis a
regeneracédo 6ssea. Dois estudos clinicos radomizados em humanos quem avaliaram
procedimentos de levantamento de soalho de seio maxilar com Bio-Oss indicaram que
sua associacdo ao BMAC é eficaz e pode ser considerada como alternativa aos
enxertos autégenos (RICKERT, et al.,, 2011; SAUERBIER, et al.,, 2011), havendo
regeneracdo 0ssea equivalente a tradicional, obtida pela mistura de osso autégeno e
Bio-Oss (SAUERBIER, et al., 2011). Em adicdo, as conclusBes apresentadas pela
revisdo sistematica de Shanbhag e Shanbhag (2013) indicaram que uso de 0sso
bovino mineral foi frequentemente relatado a alcancar resultados favoraveis.
Entretanto, Jafarian et al. (2008) compararam a regeneracao 0ssea alveolar alcancada
por CTMs isoladas e incubadas associadas a Bio-Oss com a associacdo destas
células a matriz de HA/TCP, em um modelo experimental em cachorros, e
demonstraram que, em combinacdo com as CTMs, as particulas de HA/TCP podem
oferecer melhores condicdes para a regeneracdo Ossea do que o tradicional

biomaterial de origem bovina.

Ainda a respeito dos biomateriais utilizados como arcaboucos para as CTMs, também
ha grande interesse sobre os efeitos das técnicas de terapia celular sobre o 0sso
homoélogo. Apesar de existirem relatos de bons resultados decorrentes de enxertos
0sseos homologos na literatura, seu tedrico potencial osteogénico e osteoindutor é
bastante controverso, uma vez que, devido aos métodos de processamento do tecido,
0 material se torna acelular (COSTA, et al., 2011). Assim, seguindo a mesma linha de
raciocinio da engenharia tecidual, incrementar os blocos homélogos com CTMs
apresenta-se, possivelmente, como uma boa alternativa para a regeneracao 6ssea,
sem haver a necessidade de remocdo de enxerto autégeno. Dallari et al. (2006)
desenvolveram um experimento com o objetivo de se comparar o reparo em defeitos
0sseos de coelhos tratados com CTMs-MO, PRP e enxertos ésseos homologos

sozinhos ou em combinagdes entre si, e seus resultados indicaram que a combinacéo
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de osso homdlogo fresco e congelado, CTMs e PRP permite a aceleracdo dos
processos de regeneracdo e remodelacdo 6sseos. Outro estudo em modelo animal
avaliou o potencial de formacédo 6ssea de enxertos homélogos frescos congelados e
enxertos autdbgenos associados ou ndo a medula 6ssea autéloga. A partir de analises
macroscopicas e histomorfométricas, observou-se que nos grupos em que os defeitos
foram preenchidos por osso homadlogo, associado ou ndo ao AMO, os resultados de
neoformacdo 6ssea foram comparaveis com aqueles obtidos com osso autégeno
associado ou ndo ao AMO (PELEGRINE, et al., 2011). Assim, diante destes achados
preliminares, é provavel que a adicao de células tronco aos enxertos homoélogos possa
beneficiar a regeneracado 0ssea (DALLARI et al., 2006; PELEGRINE, et al., 2011),
contudo, mais estudos sao necessarios para a afirmacao de que esta técnica pode

substituir, de maneira confiavel, o enxerto 6sseo autégeno.

Sabe-se que existem varias fontes de CTMs no corpo humano, entretanto, desde a
primeira identificacdo das CTMs por Friedstein, et al. (1968), a medula éssea é a fonte
mais utilizada pelas técnicas regenerativas com CTs ( HUANG, RONTHOS E SHI,
2009; CASTRO-SILVA, COUTINHO E GRANJEIRO, 2010; SHANBHAG E
SHANBHAG, 2013 ). Com o conhecimento de que a MO é composta por diversos tipos
celulares, métodos de separagcdo celular foram desenvolvidos para otimizar os
processos de reparacao tecidual. Existem varias formas de se trabalhar com a MO
guando se trata de regeneracao 6ssea (SOLTAN, et al., 2005), e estas, em geral, se
baseiam nos seguintes métodos: aspirado da medula 6ssea (AMO) (OLIVEIRA E
SILVA, et al., 2012; KUHL, et al., 2013); concentracéo do aspirado da medula 6ssea
(CMO) (SAUERBIER, et al., 2011; KUHL, et al., 2013); fracédo celular mononuclear da
medula éssea (FCMMO) (FILHO-CERRUTI, et al., 2007); isolamento e cultura das
células tronco mesenquimais adultas derivadas da medula 6ssea (YAMADA, et al.,
2011; HONDA, et al., 2013). Diversas pesquisas buscam analisar a eficacia destes
métodos para a reconstrucéo de tecidos 0sseos alveolares, associando-os ou ndo a

diferentes biomateriais.

Com o conhecimento atual sobre a multipotencialidade da medula 6ssea adulta e a
disponibilidade de avancados substitutos 6sseos, Soltan, et al, (2005) surgeriram um
novo padrao para a regeneragao éssea oral, acreditando que a adi¢céo do aspirado de
medula éssea a uma matriz osteocondutora pode contribuir substancialmente a
eficacia dos procedimentos de regeneracéo 6ssea. De fato, experimentos realizados
com o AMO, associado a biomateriais, indicaram que as novas técnicas apresentam
resultados positivos (SOLTAN, et al.,, 2006; PELEGRINE, et al.,, 2011; OLIVEIRA E
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SILVA, et al., 2012; PELEGRINE, et al., 2013 A). Entretanto, existem algumas
importantes ressalvas que devem ser observadas para a correta execucdo das
técnicas com AMO: ndo se deve aspirar mais do que 4 mL de medula éssea de
apenas um sitio de aspiracdo, uma vez que a coleta de maiores quantidades néo
aumenta substancialmente o nimero de células osteoprogenitoras retiradas, mas sim
dilui a concentracao destas células com outras células mononucleadas provenientes
do sangue periférico. Deve-se também haver cautela em relacdo a quantidade de
material de enxerto, pois quando se utiliza um grande volume, é possivel que ocorra o
indesejavel aumento da distancia de difusdo do oxigénio e nutrientes, podendo levar a

necrose do enxerto (SOLTAN, et al., 2012).

Diante da afirmacdo de que aumentados volumes de AMO levam a diminuicdo da
concentracdo de CTMs, questionam-se 0s procedimentos realizados para a obtencéo
do concentrado de medula 6ssea pelo sistema BMAC, ja que a técnica preconizada
indica a coleta de volumes de 30 mL, 60 mL ou 120 mL para posterior centrifugacao.
Segundo Soltan, et al. (2012), para se aspirar volumes superiores a 4 mL, 0 mais
indicado é alterar a posi¢do da agulha dentro do espaco medular, mantendo apenas o
seu ponto de entrada na cortical 6ssea, ou alterar o sitio de aspiracdo. Em adicéo,
Soltan, et al. (2012), também sugeriram que o AMO n&o deve ser concentrado através
de procedimentos de centrifugacao, pois, nestes casos, ao invés de serem isoladas as
células desejadas, sao concentradas todas as células mononucleares, aumentando a
atividade metabdlica total em detrimento as CTMs. Contudo, resultados positivos sao
apresentados por estudos que avaliaram a eficacia do BMAC na regeneracdo 6ssea
alveolar, havendo conclusdes de que técnicas realizadas com BMAC associado a um
arcabouco podem ser consideradas como alternativas aos enxertos autégenos
(RICKERT, et al., 2011; SAUERBIER, et al.,, 2011). O mesmo pode ser afirmado a
respeito do método de separacdo da fracdo mononuclear da medula 6ssea, que
também envolve o processo de centrifugagcéo, como é demonstrado pelos resultados
de Pelegrine, et al. (2013), que compararam a reconstrucdo Ossea por Bio-Oss
associado ao AMO ou a fragdo mononuclear, e relataram que ambos contribuem para
a regeneracdo, mas a fracédo contribui de maneira ainda maior. Desta forma, ainda ndo
esta esclarecido o real efeito dos métodos de centrifugacdo sobre o potencial de

regeneracdo da medula Gssea.

A despeito de a MO ser a fonte mais utilizada para a coleta de CTMs, apresentar uma
técnica de aspiracdo relativamente simples, de baixo custo e pouca morbidade

(SOLTAN, et al., 2005), ainda é definida como um procedimento invasivo por alguns
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autores (ARVIDSON, et al., 2011). Além disto, o nimero de CTs presentes na MO
diminui consideravelmente com a idade do individuo (BYDLOWSKI, et al., 2009;
ARVIDSON, et al., 2011), e é em idades mais avancadas que geralmente as pessoas
procuram procedimentos regenerativos. Estas condicbes fazem com que outros
tecidos sejam investigados para a descoberta de fontes que tenham mais facil acesso,
como o sangue periférico, corddo umbilical, ligamento periodontal e polpa dental
(ARVIDSON, et al., 2011).

Como a concentracao das CTMs na MO é limitada, o isolamento destas células in vitro
e sua expansao sao recomendados para se alcancar um namero significativo de CTMs
capazes de se diferenciarem na linhagem osteogénica (SHANBHAG E SHANBHAG,
2013). Teoricamente, este método seria ideal para se maximizar o potencial
osteogénico dos enxertos, porém, varios fatores deste processo ainda séo
guestionaveis para sua aplicacdo clinica. Primeiramente, ainda nao foram definidos
marcadores especificos para as CTMs, o que torna dificil a comparacéo de resultados
entre os diversos grupos de pesquisa e retarda O progresso neste campo
(PELEGRINE, et al.,, 2013). Geralmente, estas células sdo identificadas por uma
combinacdo de marcadores positivos e negativos (HORWITZ, et al., 2005), por
propriedades morfolégicas, fenotipicas e funcionais (BERNARDO, et al., 2011) e por
provas de multipotencialidade, que utilizam como critério a diferenciacdo em 0sso,
tecido adiposo e cartilagem (PITTENGER, et al., 1999; HORWITZ, et al., 2005). Em
segundo lugar, ha controvérsias em relagdo aos meios de expansao utilizados, uma
vez que 0s meios mais empregados sdo de origem animal, como o soro fetal bovino
(FCS), que podem potencialmente transmitir zoonoses ou provocar reacoes
imunoldgicas nos hospedeiros. Diante disto, outros meios estdo sendo desenvolvidos
e testados, como a Platelet Lysate humana (PLH) (BERNARDO, et al.,, 2011;
WARNKE, et al., 2013), que a principio parece ser eficaz e segura para a expansao de

CTs em escala clinica.

Por fim, uma importante questédo a respeito do cultivo e expansao celular vem sendo
discutida, que é o potencial de transformacéo maligna das células cultivadas. Bernardo
et al. (2011) afirmaram, em sua revisdo de literatura, que existem estudos que
demonstraram que a manipulagdo ex vivo de CTMs humanas e de ratos podem
provocar alterag6es em suas propriedades funcionais e biolégicas, em particular apés
longo periodo de expansao. Além disto, relataram de ocorréncia de formagdo tumoral
apos injecao destas células em ratos (RUBIO, et al., 2005; ROSLAND, et al., 2009).

Desta maneira, os autores afirmaram que €é mandatéria a caracterizacdo da
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estabilidade gendbmica das células antes de sua liberacdo para uso clinico
(BERNARDO, et al., 2011).

Em relacdo a aplicabilidade clinica, as vantagens e desvantagens de cada técnica
devem sempre ser levadas em consideracao, para que os profissionais possam decidir
gual a melhor opc¢éo para cada caso, ou seja, optar pela previsibilidade dos enxertos
autégenos ou pelos beneficios decorrentes dos métodos alternativos. Uma revisdo
sistematica publicada em 2013 avaliou evidéncias cientificas disponiveis a respeito da
efetividade clinica e das caracteristicas de procedimentos de regeneracdo Ossea
alveolar baseados em terapia celular, comparados aos métodos convencionais, em
humanos adultos. A maioria dos estudos relatou o uso da combinagdo de CTMs com
um arcabouco osteocondutivo, como autdégenos, homologos, xendgenos e
aloplasticos. Assim, baseados nas limitadas evidéncias cientificas disponiveis na
literatura sobre este assunto, e em um risco moderado a alto de viés, os autores
concluiram que os procedimentos baseados em células sdo comparaveis, ou até
mesmo superiores, as terapias convencionais, com a significativa vantagem de
evitarem a remocao de tecido 6sseo autdgeno (SHANBHAG E SHANBHAG, 2013).

Neste aspecto, um método bastante importante para avaliagdo de novas terapias é a
comparacdo destes com técnicas convencionais ja amplamente aceitas e
comprovadas por evidéncias, como o enxerto 6sseo autdgeno e a associacdo deste ao
Bio-Oss, para as terapias de regeneragdo 6ssea alveolar. Dos estudos incluidos na
presente revisao de literatura, 07 compararam métodos de terapia celular com
enxertos autdgenos para a regeneracdo de rebordos alveolares atréficos, sendo 05
destes realizados em modelo animal (YAMADA, et al., 2004 A; YAMADA, et al., 2004
B; OHYA, et al., 2005; ITO, et al., 2005; PELEGRINE, et al.,, 2011) e 02 RCTs
(RICKERT, et al., 2011; SAUERBIER, et al., 2011). Corroborando as conclusfes de
Shanbhag e Shanbhag (2013), todos estes estudos, sejam em animais ou em
humanos, apresentaram conclusGes favoraveis a utilizacdo das novas técnicas
propostas, uma vez que, de acordo com as andlises realizadas, os resultados obtidos
foram comparaveis aos alcancados com enxerto dsseo autdogeno (YAMADA, et al.,
2004 A; YAMADA, et al., 2004 B; OHYA, et al., 2005; ITO, et al., 2005; PELEGRINE,
etal., 2011; RICKERT, et al., 2011; SAUERBIER, et al., 2011).

Assim a utlizacdo da terapia celular parece ser uma alternativa viavel para
reconstrucdes Osseas do rebordo alveolar. A literatura cientifica ja apresenta algumas
evidéncias de que a utilizacdo das células tronco mesenquimais com este objetivo é

viavel, porém, ainda é necessario esclarecer varias questfes a respeito do cultivo das
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células e o controle de sua expansdo, assim como questbes relacionadas ao
hospedeiro, para que as técnicas possam ser empregadas com confiabilidade na

clinica.
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CONCLUSOES

A literatura cientifica apresenta evidéncias de que a utilizacdo de abordagens
terapéuticas com células tronco mesenquimais derivadas da medula 6ssea é
eficaz para a regeneracao 6ssea.

Os métodos para reconstrucédo alveolar envolvem ou ndo processamento e
cultivo de células do aspirado da medula dssea, e ainda ndo esta claro se esta
pratica é necessaria para a aplicacao clinica.

Dentre os diferentes métodos, a presenca de arcaboucos osteocondutivos se
apresenta como um diferencial para a regeneragéo, porém nao esta definido
gual o biomaterial mais indicado para cada situacéo clinica.

Ensaios clinicos randomizados bem desenhados e controlados sé&o
necessarios para avaliar a eficacia das técnicas de regeneracdo 6ssea com
células tronco a longo prazo e os fatores relacionados aos pacientes devem ser
investigados, para que as novas abordagens possam se tornar praticas clinicas

confiaveis, seguras, e reproduziveis.
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