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Resumo

O objetivo deste estudo foi realizar uma revisao de literatura integrativa sobre a eficacia
das células estaminais na regeneragdo 0ssea maxilar e se a sua utilizagao apresenta
vantagens em relagao a outros métodos de regeneracao. Uma pesquisa foi realizada na
base de dados PubMed usando a combinacao dos termos cientificos: stem cells, bone
regeneration, maxillary bone defects, tissue engineering e scaffold. A pesquisa identificou
171 artigos, dos quais 18 foram considerados relevantes para este estudo. Estes artigos
forneceram dados importantes sobre a regeneracao dssea maxilar, os tipos de células
estaminais usadas, 0 seu manuseamento e se a sua utilizagdo foi vantajosa. As células
estaminais mesenquimais mais usadas foram as BMSC provenientes da crista iliaca, obtidas
maioritariamente por aspiracao seguida de centrifugagao e a maior parte dos artigos referia
uma comparagao com um grupo controlo. Na reparagao de defeitos 6sseos alveolares e
periodontais, o volume e a densidade de osso formado estavam aumentados no grupo teste,
bem como a sua formagao foi mais rapida e a qualidade do osso era melhor. Na regeneragao
6ssea com elevagao do seio maxilar, 0 mesmo se verificou. Podemos concluir que o uso de
células estaminais tem vantagens em relagao ao uso de material de enxerto isolado. Ainda
assim, com a falta de protocolos das técnicas de engenharia tecidular nao podemos concluir

que esta técnica deva ser usada em vez de outras técnicas de regeneragao 6ssea maxilar.

Palavras-chave: células estaminals, regeneragdo Ossea, defeitos o0sseos maxilares,

engenharia tecidular, scaffold.
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Abstract

The aim of this study was to conduct a review of integrative literature on the efficacy of
stem cells in maxillary bone regeneration and whether it's use has advantages over other
regeneration methods. A search was conducted in the PubMed database using the
combination of scientific terms: stem cells, bone regeneration, maxillary bone defects,
tissue engineering and scaffold. The research identified 171 articles, of which 18 were
considered relevant for this study. These articles provided important data on maxillary bone
regeneration, the types of stem cells used, their handling and whether their use was
advantageous. The most commonly used mesenchymal stem cells were BMSC from the iliac
crest, obtained mostly by aspiration followed by centrifugation and most of the articles
referred a comparison with a control group. In the repair of alveolar and periodontal bone
defects, the volume and density of bone formed were increased in the test group, as well
as their formation was faster and the bone quality was better. In bone regeneration with
elevation of the maxillary sinus, the same was verified. We can conclude that the use of
stem cells has advantages over the use of isolated graft material. Still, with the lack of
protocols of tissue engineering techniques we cannot conclude that this technique should

be used instead of other maxillary bone regeneration techniques.

Keywords: stem cells, bone regeneration, maxillary bone defects, tissue engineering,
scaffold.






= cespu

WS NSTITUTO UNIVERSITARIO

DE CIENCIAS DA SAUDE
indice
1o INEFOQUGBO ... 1
2. ODJEEIVO ... 2
3. Materiais 8 MBLOMOS ... seses e 3
4, Resultados da pesquisa DIblIOGrafica ... 5
5. DISCUSS@0.......oouieerceireeeiseeesie s s 23
5.1 Células estaminais MesenqQUIMAIS (MSC).........coomrrrvvveeciienereeeeeeosseeseeeesesesssese e 23
5.1.1 Células estaminais mesenquimais da medula 6ssea (BMSC) ...........cccooorrrrvvvveerrenee. 23
50001 BMSC da CriSta IlT3CA ...t ssess i 24
51.1.2  BMSC dOS 0SSOS OMOFACIAIS ....uuurvverecrrvernrrverrivireeriereseseesesisessssesssssessssssessssssssssenens 24
5.1.2 Células estaminais do tecido dentario.........crenereineerireeeireeesieeeesisesssienens 25
5.1.3 Células estaminais da MUCOSE Oral ... seeeeeeeiseseessesesssesseesnens 26
5.1.4 Células estaminais/progenitoras do PeridSte0.......co e 27
5.1.5 Células estaminais do tecido adipoS0 (ASC) ............coveemrreevveerieeeeeeeeeeeeseee e 28
5.2 Propriedades das CElUIaS @StBMINGIS ... 29
5.2.1 ACESSIDIIABAR ..ottt 29
5.2.2 IMUNOMOAUIBE0 ...t seras 29
5.3 Fatores que influenciam a terapia de regeneragao com células estaminais ............... 29
5.3.1 Sobrevivéncia das células transplantadas ..., 29
5.3.2 Condigdes de pré-cultura das CEIUIS. ... 30
5.3.3 Resposta imunol6gica 30 €NXErt0 CEIUIBM ... 31
5.4 Banco de CEIUIS @SEBMINGIS ...couuvveerreerereeieeeese s esssesess s ess s sssssssssens 31
5.5 REGENEIAGCA0 OSSEA...uuvuumierrrierrisseeiisesssessssss st sses st sttt st 32
5.6 Células estaminais N3 regenNeragan OSSEA ......cwwreereseresseessssesseessesesseesssssesssssssssessssnns 34
B, CONCIUSA0 .......ooooroeeieceet e 37
BIDHOGIAFIA........cooooeeee st 39



= cespu

WS |NSTITUTO UNIVERSITARIO

DE CIENCIAS DA SAUDE

indice de Figuras

Figura 7 Diagrama da sele¢do de artigos na base de dados PubMed.....................eoveen..... 3
Figura 2 Fontes de células estaminals adultas na regido oral e maxilofacial....................... 28

Figura 3 Técnicas e componentes da engenharia tecidual na area da regeneragdo ossea 33

Indice de Tabelas

Tabela T Resultados gquanto as caracteristicas celulares e do scaffold. ... 6

Tabela 2 Resultados referentes a regeneragao ossea para reparacao de defeitos 0sseos

GIVEOIBIES € POITOGONLIIS. ... s sss s ss s sssssssssssssssons 5

Tabela 3 Resultados referentes a regeneragcao 0ssea para elevagao do sefo maxilar......... 20

Xl


file:///C:/Users/Acer/Desktop/Dissertação/ENTREGA%20TESE/MIMD_DISSERT_Word_23414_InêsMelo.docx%23_Toc42171185

= cespu

WS NSTITUTO UNIVERSITARIO

DE CIENCIAS DA SAUDE

Abreviaturas

MSC — Células estaminais mesenquimais

BMSC — Células estaminais mesenquimais da medula dssea
DPSC — Células estaminais mesenquimais da polpa dentaria
PDLSC — Células estaminais mesenquimais do ligamento periodontal
ASC — Células estaminais mesenquimais do tecido adiposo
SHED - Células estaminais de dentes decidu

os extraidos

DFSC — Células estaminais mesenquimais do foliculo dentario
GMSC - Células estaminais mesenquimais da gengiva

SCAP — Células estaminais da papila apical

TGPC — Células progenitoras do gérmen dentario

iPSC — Células estaminais pluripotentes induzidas

BFP — Corpo adiposo da bochecha/Bucal fat pad

HA/TCP — Hidroxiapatita/Tricalcio Fosfato

B-TCP — B-Tricalcio Fosfato

BMP — Proteina morfogenética dssea

DMEM - Dulbecco's Modified Eagle's medium

IMEM — Iscove's Modified Dulbecco's medium
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1. Introdugao

O processo irreversivel da reabsorgao do o0sso alveolar apresenta-se como um
desafio para a colocacdo de implantes.(1,2) Esta reabsorcdo pode ser causada por
remodelagdo do osso por trauma(3—8), infegdo(4,5,7), extragdo de dentes(3,4,6,8—10),

doenca periodontal(3,11,12) ou doengas congénitas. (3,6—8)

Em consequéncia destes processos ocorre uma perda 0ssea severa, e um volume de
0sso inadequado para restaurar estes espagos com substitutos dentarios funcionais e
estéticos. Nestes casos, é necessaria a reconstrucao dssea alveolar seqguida de reabilitagao

protética para restabelecer a forma, fungdo e estética destas regides.(6,8)

Para a reconstrugdo 6ssea alveolar, 0 0sso autdgeno, colhido de locais intraorais ou
extraorais, tem sido a principal escolha na regeneracao dssea devido as suas propriedades
osteogénicas, osteocondutoras e osteoindutoras.(1,2,9,13—-16) Este osso produz uma
revascularizagao e integragdo total do enxerto, bons resultados funcionais(4) e apresenta
riscos minimos de rejeicao(2,4,15). Contudo, uma grande desvantagem do enxerto autégeno
€ a necessidade de um segundo local cirdrgico que leva a morbidez pos-
operatoria.(4,5,18,19,7,8,10,13—-17) Outras desvantagens do seu uso sdo a quantidade
insuficiente(3,5,7-9,13,14) e a reabsorgdo depois de um longo periodo.(3,13) O osso
autégeno pode ser colhido da tuberosidade maxilar(4,9), sinfise mandibular(4,9,17) e regido
posterior da mandibula(4), ramo(4,9,17) e area retromolar(4). Quando nao estd disponivel
na zona intraoral, zonas extraorais como a crista iliaca(4,9,13,17), a tibia, o fémur(4) e as
costelas(4,9) também podem ser considerados. A incapacidade de consequir obter o enxerto
autégeno leva os clinicos a considerar o aloenxerto ou o xenoenxerto.(4,5,13,14,17) Estes
materiais osteocondutores sdo desprovidos de células, fatores de crescimento(8,13,14),
requerem longos tempos de integragao(14) e o tempo de cicatrizagdo é mais longo quando

comparado com o 0sso autégeno.(13)

Nos ultimos anos, técnicas de engenharia tecidular tém usado células estaminais
mesenquimais em combinacdo com um scaffold osteocondutor como material de
enxerto.(7,14) Esta abordagem foi identificada como uma alternativa promissora ao enxerto

com o0sso autégeno.(10,19)
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A terapia tecidular normalmente refere-se a colheita de células estaminais
multipotentes de uma fonte autdloga, como @ medula 6ssea, e a sua subsequente cultura
e expansao /n vitro para fornecer um numero adequado destas células para a regeneragao

do tecido perdido.(5,9,10,14)

Estas células estaminais sao dependentes de duas propriedades: autorrenovagao e
pluripoténcia. A autorrenovagao é a capacidade das células de se dividir enquanto mantém
um estado de indiferenciacao, a pluripoténcia é a capacidade de se diferenciar numa
variedade de células maduras. Na vida pos-natal as células estaminais passam a ser
multipotentes, o que significa uma diferenciagdo em mdultiplos, mas limitados tipos de

células.(10,13)

De acordo com a engenharia tecidular, o substituto do osso deve ter caracteristicas
bioldgicas e morfoldgicas o mais semelhantes possivel com o 0sso autégeno e a fabricagao
do enxerto 0sseo ideal requer a manipulacdo de 3 componentes essenciais: células
osteogénicas, fatores de crescimento e scaffolds osteocondutores.(1,5,13) Em particular, a
terapia tecidular tem como objetivo alcangar a regeneragao 6ssea, sem usar 0sso autégeno
de zonas extra, a partir de scaffolds semeados com células osteogénicas.(13) Estas células
adultas nao possuem preocupacoes éticas, o que faz delas o tipo de células preferencial na

medicina regenerativa.(1,13)

2. Objetivo
As células estaminais usadas em conjunto com scaffolds na engenharia tecidular
apresentam-se como um método mais eficaz na regeneragao dssea maxilar que os métodos

mais utilizados atualmente?
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3. Materiais e Métodos

Foi feita uma pesquisa abrangente da literatura na base de dados PubMed (via
NATONAL LIBRARY of MEDICINE), a partir de 2015 até dezembro de 2019, que incluia artigos
com referéncia da agao das células estaminais na regeneragao 6ssea maxilar, usando as
combinacoes de palavras: “stem cells' AND "bone regeneration’ AND “maxillary bone
defects’, "bone marrow stem cells" AND "mesenchymal’ AND “maxillary bone
regeneration”, "stem cells" AND “maxillary bone regeneration” AND “tissue engineering’,
"stem cells" AND "scaffold’ AND “maxillary bone regeneration’ e “stem cells" AND

“implants" AND " maxillary bone regeneration”.

Os critérios de selecdo da pesquisa de artigos incluiam ensaios clinicos (c/inical
trials) e revisoes sistematicas publicados em inglés. A selecdo da literatura incluia ensaios
clinicos em animais e humanos. O titulo e o resumo dos artigos identificados foram
submetidos a uma avaliagdo preliminar para determinar se atendiam aos critérios de
inclusao. Em sequida, os artigos selecionados foram lidos na integra e analisados consoante

0 objetivo do estudo.

Através de uma pesquisa manual foram analisados mais 8 artigos de interesse para

o trabalho, dando um total de 26 artigos analisados na integra.

[ Papers identified through database search }

PubMed
n=171

Papers after removal of
duplicates

)

Identification

)l

n=83

Total of papers
selected for title
and abstract
n=83

Screening

[

Yy
Excluded by title
and abstract

n="17

)

Selected papers
for full-text
reading n= 66

Eligibility

[

Excluded after
l‘i full-text reading

n= 48
e

)

Final selection
papers
n=18

Included

[

Figura 1 Diagrama da selecdo de artigos na base de dados PubMed
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4. Resultados da pesquisa bibliografica

A pesquisa bibliografica identificou um total de 171 artigos na plataforma PubMed
como mostrado na Fig. 1. Depois de ler os titulos e os abstracts dos artigos, 17 foram
excluidos porque nao atendiam aos critérios de inclusdo. Os restantes 66 artigos
potencialmente relevantes foram lidos na integra. Desses artigos, 48 foram excluidos
porque nao forneceram dados relevantes para o presente estudo. Assim, 18 artigos foram
incluidos nesta revisdo.(2,3,16—23,6—8,10—12,14,15)

Dos 18 artigos selecionados, 11(7,8,22,10-12,16,18-21) (61,1%) investigavam a
regeneragao 6ssea usando células estaminais na reparacao de defeitos 6sseos alveolares e
periodontais e 7(2,3,6,14,15,17,23) (38,9%) avaliavam a regeneragao 6ssea na elevagdo do

seio maxilar.
Os resultados mais relevantes indicam que:

Quanto as caracteristicas celulares e do scaffold exibidas nos artigos

selecionados:(2,3,16—23,6—8,10—-12,14,15)

e Dos 18 artigos, 12(3,6,22,23,7,8,10,12,14,18 - 20) (66,7%) referiram a utilizagdo de BMSC
na regeneragao 6ssea, sendo que 10(3,6,8,12,14,18-20,22,23) (83,4%) artigos referem
a sua proveniéncia da crista iliaca, 1(10) (8,3%) da tibia e fémur e outro(7) (8,3%) da
mandibula. 4(2,15,17,21) (22.2%) artigos utilizaram as ADSC, sendo a sua origem a
parede abdominal em 3(2,15,17) (75%) artigos e o tecido adiposo da bochecha em 1(21)
(25%) artigo. Também foram utilizadas as DPSC de dentes deciduos num artigo(16)
(5,55%) e as iPSC.noutro artigo(11) (5,55%).

e (Quanto ao método de obtengdo destas células, 7(6,8,14,19,20,22,23) (38,9%) artigos
usaram o método de aspiracdo e centrifugacdo, 3(3,12,18) (16,7%) usaram apenas o
método de aspiragao, 2(17,21) (11,1%) artigos 0 método de lipoaspiragao, 2(2,15) (11,1%)
combinaram a lipoaspiragdo com centrifugagao, 2(7,10) (11,1%) artigos utilizaram a
fragmentagao do osso, 1(16) (5,55%) utilizou a extirpagdo de células da polpa e 1(11)
(5,55%) artigo ndo mencionou a sua metodologia de colheita das células.

e Comparando o meio de cultura utilizado, 9(8,11,14,15,177-20,22) (50%) artigos nao
utilizaram meio de cultura para o crescimento das células, 6(3,7,10,11,21,23) (33,3%)

artigos referenciaram a utilizagdo de meio de cultura DMEM, 1(16) (5,55%) artigo usou
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meio de cultura RPMI, 1(6) (5,55%) usou meio de cultura IMDM e outro(12) (5,55%) usou
a-MEM.

e Dos 18 artigos, 3(7,21,23) (16,7%) artigos referenciaram o nimero de passagens no meio
de cultura (2-3 passagens) e 15(2,3,177-20,22,6,8,10-12,14-16) (83,3%) artigos ndo
mencionaram o numero de passagens.

e Verificamos também se as células foram modificadas por diferenciagdo osteogénica,
5(7,11,16,21,23) (27,8%) artigos referiram esta diferenciagao, sendo que a maior parte
dos artigos usava como suplementacao dexametasona, acido ascorbico e [3-
glicerofosfato e 13(2,3,19,20,22,6,8,10,12,14,15,17,18) (72,2) artigos nao referiram o uso
de diferenciagao osteogeénica.

e Quanto ao tipo de scaffold utilizado, 5(18) (27,8%) artigos referiram o uso de materiais
aloplasticos, sendo 4(2,3,6,17) (80%) deles B-TCP e 1(18) (20%) PCL, 4(8,19,21,23)
(22,2%) artigos utilizaram xenoenxertos, 2(14,15) (11,1%) artigos usaram aloenxertos e
4(7,11,12,16) (22,2%) artigos utilizaram materiais naturais. 3(10,20,22) (16,7%) artigos
nao mencionaram o uso de scaffold.

e Analisando o numero de células implantadas no scaffold, o valor variou entre os 4x10*
e 0s 50x10¢, 5(3,6,18,20,22) (27,8%) artigos nao referiram quantidades de células. Estas
células foram cultivadas no scaffold previamente a implantagao entre 5 minutos a 48
horas, sendo que 4(2,6,15,17) (22,2%) artigos referiram 30 minutos como tempo de
cultura das células no scaffold e 3(11,12,21) (16,7%) artigos mencionaram 48 horas.
6(8,10,14,19,20,22) (33,3%) artigos nao faziam referéncia ao tempo de cultura das
células nos materiais de enxerto.

e Dos artigos selecionados, 5(11,14,15,22,23) (27,8%) artigos usaram fatores de
crescimento e 13(2,3,19-21,6-8,10,12,16-18) (72,2%) artigos ndo mencionaram o seu
uso.

e Por fim, 14(2,3,17,19,22,23,6,8,10—12,14-16) (77,8%) artigos usaram como comparagao
um grupo de controlo e 4(7,18,20,21) (22,2%) artigos nao referiram usar grupo de

controlo.

Tabela 1 Resultados quanto as caracteristicas celulares e do scaffold.
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Quanto e
i Utilizagao
. Se existiu tempo
Tipo de Numero diferenciacao Tipode |Quantidade| foram de fatores
Autor | (Estudo animal/humano) | células |Método de obtengio Método de de osteogénica scaffold | de células |cultivadas de Grupo de
(Ano) Propdésito estaminai das células cultura utilizado . - ) crescimen| controlo
s usadas passagens| Meio de cultura utilizado |por scaffold|as células to/PRP/PR
utilizado no E
scaffold
Ahn et (Humano) BMSC da Aspiragao o o o PCL 20 minutos|
al, |Regeneragao de um defeito(crista iliaca impresso em
(2018) | alveolar tratado com um 3D
scaffold 3D paciente-
especifico (PCL reabsorvivel
semeado com BMSC da
crista iliaca
Bertolai (Humano) BMSC da Aspiragao o o o o o o PRP  |Auséncia de
et al, | Testar a hipGtese de que o [crista iliaca + células
(2016) | enxerto de BMMSCs e PRP Centrifugagao estaminais
autdlogos pode levar ao
aumento da regeneragao
dssea e ao tempo de
cicatrizacao reduzido
Colangeli| Estudo em pacientes que | BMSC da Aspiragao o L . . o
et al, realizaram biopsias de |crista iliaca +
(2018) |lesdes maxilares seguido de Centrifugagao
regeneragao 6ssea
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Khojaste (Humano) ADSC do Lipoaspiracao do Meio de cultura 3 Sim Xenoenxerto 10° 48 horas
h et al, | Aplicacdo clinica de ADSC SVF tecido adiposo da | DMEM e 10% de NBBM
(2018) |derivadas do corpo adiposo bochecha sérum humano particulado
da bochecha (BFP) em autégeno
combinagao com a
regeneracao 6ssea guiada
(GBR) para reconstrugdo de
defeitos alveolares de
grandes dimensodes devido
a extragao de maltiplos
dentes impactados

Mashimo (Animal) BMSC da Fémur e tibia sao Meio de cultura o o o 4x104 Auséncia de
et al, | Avaliacao da eficacia da tibia e dissecados e DMEM, 0,2% de células
(2019) | transplantagdo de BMMSC | fémur de esmagados em colagenase.

no alvéolo pos extragao ratos fragmentos Centrifugacgao.
dentaria para remodelagao Meio de cultura
0ssea DMEM, 10% FBS,
1% de penicilina/
Estreptomicina.

Jahanbin (Animal) DPSC de | Extracao do 2° molar | Meio de cultura L Meio de cultura Membrana 106 24 horas _ Enxerto de
et al, Aplicacdo de DPSC de dentes | deciduo anquilosado. | RPMI, 15% de suplementado com |de Colagénio 0SS0
(2016) | dentes deciduos humanos | deciduos | Células extraidas da [sérum bovino fetal, 100nM de autégeno da

para reconstrugao de humanos | polpa por método 100u/mL de dexametasona, 5uM crista iliaca
defeitos alveolares em ratos enzimatico (solucao peniciling, de acido ascorbico, ou
e examinagao do potencial de 2mg/mL de 100mg/mL 0,5mM de 8- membrana
de regeneragao colagenase tipo 1, estreptomicina, glicerofosfato e de colagénio
2mg/mL de dispase 2mM de antibiéticos (100 sozinha
+ Lglutamina e 2mM U/mL de penicilina e
Centrifugacao de aminoacidos 100mg/mL de

nao essenciais

estreptomicina)
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o Xenoenxerto 4mL Xenoenxerto
particulado

(Humano) BMSC da Aspiragao o e
particulado

Avaliacao da reconstrucao |crista iliaca +
Centrifugacao

Pelegrin

e etal,
(2016) | da maxila anterior atrofica

usando enxertos
particulados com ou sem

concentrado de medula

6ssea aspirado (BMAC)

(Humano) BMSC da Biopsia 0ssea Meio de cultura 3 DMEM, 10%FBS, Sérum de 5-10 24 horas
100u/mL de sangue milhdes/

Redondo
Tratamento de quistos |mandibula + DMEM, 10%FBS,
peniciling, 100u/mL | venoso disco

et al.,
(2017) | maxilofaciais com BMSC Fragmentagdo 100u/mL de
peniciling, estreptomicina +
0,1 uM de

autélogas expandidas numa
matriz 3D 100u/mL
estreptomicina dexametasona, 50uM
de 3cido ascorbico e

10uM de B-
glicerofosfato

- Xenoenxerto] 10mL Xenoenxerto
sem células

BMSC da Aspiracao . R
+ em blocos
estaminais

Centrifugagao

Valdivia (Humano)
et al., Tratamento de defeitos [crista iliaca
(2017) | 6sseos mandibulares com
BMSC e xenoenxerto em

bloco
PRP Aloenxerto

- Aloenxerto 15mL o
FDBA sem

(Humano) BMSC da Aspiragao e —
FDBA
células

crista iliaca +
Centrifugagao
estaminais

Bertolai
et al, | Testar a hipotese de que a

(2015) | combinagao de FDBA com
5 MSC e PRP autdlogos leva
30 aumento da regeneragao
dssea e diminui o tempo de
cicatrizagao, reproduzindo o
desempenho do 0sso
autdlogo
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Farré- (Humano) ADSC da Lipoaspiracao da o o o B-TCP 2x10° 30 ____ | B-TCPsem
Guasch Mostrar a viabilidade, SVF parede abdominal minutos células
et al, seguranca e potencial estaminais
(2018) eficacia do uso de
implantes com o uso de
scaffold de calcio-fosfato
com ADSC em SVF isolado
Kaigler (Humano) BMSC da Aspiragao Meio de cultura o o B-TCP o 30 ____ | B-TCPsem
et al., |Determinar se as BMSC sao crista iliaca + IMDM, 10% FBS, minutos células
(2015) seguras e eficazes no Centrifugacao 10% sérum de estaminais
tratamento de deficiéncias cavalo e
6sseas de grande dimensao 5pM de
da maxila edéntula hidrocortisona
Katagiri (Animal) BMSC da Aspiragao Meio de cultura L . B-TCP o 5minutos| ____  |B-TCP+PBS
et al, Examinar a eficacia das [crista iliaca DMEM com 50
(2015) | MSC na elevagao do seio mL/L de
maxilar usando um modelo suplemento de
animal para testar a crescimento de
viabilidade e células
osteocondutividade para mesenquimais,
futuro uso clinico 10% de FBS, 10mL
de L-glutamina e
0,5mL de mistura
de penicilina e
estreptomicina
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Prins et
al.,
(2016)

(Humano)
Investigagao da viabilidade,
seguranca e eficacia da
combinagao de scaffold de
calcio-fosfato com SVF
autélogo, no procedimento
cirdrgico na elevagao do
seio maxilar

ADSC da
SVF

Lipoaspiragao da
parede abdominal
+
Centrifugacao

B-TCP

20x108

30
minutos

B-TCP sem
células
estaminais

Solakog|
uetal,
(2019)

(Humano)

Se a combinacao de ADSC
autdlogas ndo modificadas,
PRGF-2 e um scaffold
osteoindutivo é superior @
combinagao de PRGF-2 e
scaffold osteoindutivo na
regeneracao 6ssea guiada
(GBR)

ADSC da
SVF

Lipoaspiracao da
parede abdominal
+
Centrifugacao

Aloenxerto
MCBPA

50x10¢

30
minutos

PRGF-2

Aloenxerto +
PRGF-2

Wang et
al,,
(2017)

(Animal)
Comparagao do efeito de
fatores de crescimento
concentrados (CGFS)/Bio-
0ss®, BMSC/Bio-0ss® e
Bio-Oss® sozinho na
regeneragao Gssea na
elevagao do seio maxilar
num modelo canino.

BMSC da
crista iliaca

Aspiracao
+
Centrifugagao

Meio de cultura
DMEM, 10% de FBS
e 1% de
penicilina/
estreptomicina

Meio de cultura
DMEM,

10% FBS, 50uM de
acido ascorbico, 0,7yM
de dexametasona,
10mM de B-
glicerofosfato de sddio

e 1% de
penicilina/estreptomic

Ina

Xenoenxerto
Bio-0Oss®

2x10¢
cél/mL

4 horas

CGFs
(Fatores de
cresciment

0
concentrad
0s)

Bio-Oss®
sozinho,
Bio-Oss® +
CGFs
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Chien et (Animal) iPSC de o Meio de cultura L DMEM, 15% de FBS Hidrogel 4,8x105 48 horas | BMP-6 Hidrogel
al, |[Terapéutica de regeneracdo|fibroblasto DMEM, 15% de 50pg/mL de sozinho,
(2018) | periodontal in vivo que |s retirados FBS, 100mM de ascorbato-2-fosfato, hidrogel +

consiste na combinacao de| de ratos aminoacidos nao 10nmol/L de BMP-6
iPSCs, hidrogel e BMP-6 essenciais, 0,55mM dexametasona e
de 2- 10mmol/L de B-
mercaptoetanol e glicerofosfato
antibiéticos

Liu et al., (Animal) BMSC da Aspiracao Meio de cultura - o Hidroxiapatit2x10°cél/mL] 48 horas ___ |Auséncia de
(2016) | Avaliacao da eficacia da |crista iliaca o-MEM a- colagénio scaffold, CH
regeneracdo periodontal (CH) sem células
num defeito alveolar em estaminais

caes usando scaffolds CH
com infiltracdo de BMSC

12
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Na regeneragao 0ssea para reparagao de defeitos 6sseos alveolares e periodontais:

e Dos 11 artigos selecionados, 3(11,12,16) (27,3%) artigos mencionaram a realizagdo dos
defeitos 6sseos anteriormente ao procedimento de regeneracdo 6ssea e 8(7,8,10,18 -
22) (72,7%) artigos referiram que os defeitos 6sseos ja estavam presentes.

e Quanto 3 localizagdo dos defeitos 6sseos, a maxila foi referida em 6(8,10,11,16,18,19)
artigos (54,5%) e a mandibula em 1(7) artigos (9,1%), sendo que alguns artigos
mencionavam tanto a maxila como mandibula (4(12,20—-22) artigos (36,4%)).

e Verificamos também se os artigos utilizavam design sp/it-mouth, 9(7,10,11,16,18 —22)
(81,8%) artigos nao utilizaram esta técnica e 2(8,12) (18,2%) artigos mencionaram a
sua utilizagao.

e Comparando os diametros dos defeitos dsseos, os valores variaram entre 0s 5mm e 0s
6cm e 4(8,10,18,19) (36,4%) artigos nao referenciaram o didmetro dos defeitos.

e 3(8,19,21) (27,3%) artigos realizaram reabilitacdo protética com implantes entre os 4-
12 meses posteriormente a cirurgia de regeneragdo 6ssea, 8(7,10-12,16,18,20,22)
(72,7%) artigos nao realizaram esta reabilitacao.

e Analisando os exames complementares de diagndstico realizados, 4(7,18,21,22) (36,4%)
artigos realizaram ortopantomografia, 7(7,8,18—22) (63,6%) artigos realizaram CBCT,
8(8,10-12,16,19,21,22) (72,7%) artigos realizaram exame histoldgico, 3(7,8,19) (27,3%)
artigos realizaram biopsias dsseas e 3(10—12) (27,3%) artigos realizaram Micro-CTpara
observar os resultados do procedimento de regeneragao 6ssea efetuado anteriormente.

e (s artigos selecionados acompanharam os estudos num periodo entre as 6 semanas e
48 meses.

e Quando comparados os resultados dos grupos testes (contendo células estaminais) com
0s grupos controlo nos artigos selecionados, 5(7,8,18,20,21) (45,5%) artigos referiram
que os grupos teste tinham maior densidade 6ssea, 4(11,12,19,20) (36,4%) artigos
referiram que o osso regenerado do grupo teste apresentava maior volume mas 2(12,19)
(18,2%) deles mencionaram que esta diferenca nao era significativa, 3(10,16,22) (27,3%)
artigos mencionaram que a formagdo do osso era mais rapida, 2(11,16) (18,2%)
indicaram que também a quantidade de osso formado era maior, este osso também se
apresentava mais mineralizado e mais maduro em 3(8,10,12) (27,3%) artigos, era mais

vascularizado (2(12,21) (18,2%) artigos) e que a sua cicatrizagdo acontecia mais

13
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rapidamente em 2(10,22) (18,2%) artigos. O grupo controlo contrariamente ao grupo
teste era mencionado em 4(8,11,12,16) (36,4%) artigos com formagdo de tecido
conjuntivo fibroso e num(8) (9,1%) artigo com particulas de material de enxerto visiveis.
1(8) (9,1%) artigo mencionou que no mesmo periodo as particulas desse material de
enxerto, no grupo teste, nao eram visiveis.

e Nos resultados dos artigos que mencionaram regeneragao periodontal, todos eles
(2(11,12) (18,2%) artigos) mencionaram que no grupo teste o cemento, o osso alveolar
e o ligamento periodontal se formaram mais rapidamente quando comparado com o
grupo controlo e que a sua formagao era mais organizada. Quando comparada a
quantidade de osso formado, 1(12) (9,1%) artigo referiu que nao houve diferengas

estatisticamente significativas entre os dois grupos.

14
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Tabela 2 Resultados referentes a regeneragdo 6ssea para reparagdo de defeitos dsseos alveolares e periodontais.

. = . Didmetro A

Autor Se rea!lzou Locallza;ao Des!gn dos Reapllltagao Exames Tempo de '

2 P

defeito do defeito split- . protética (quanto | complementares Diferengas entre o controlo e o teste
(Ano) . B} defeitos ! . acompanhamento

Gsseo 6sseo mouth b tempo depois) realizados

0sseos
Ahn et Nao Zona dos pré- Nao - - ORTO, CBCT 6 meses Novo osso formado que ocupou 45% do
al,, (2018) molares, 2° espaco do defeito 6sseo; Densidade mineral
quadrante do novo o0sso 604HU e osso circundante
806HU.

Bertolai Nao Maxila ou Nao Superior a o ORTO, CBCT, 24 meses Apds 12 meses ossificacao de 85-90% dos
et al., mandibula 3cm exame defeitos da mandibula (metade do tempo
(2016) histoldgico comparado com o controlo) e perda de 0sso

vestibular nos defeitos maxilares; Exame
histoldgico mostrou formagao de novo 0sso
completa; Cicatrizagdo 6ssea mais rapida que
0 grupo controlo
Chien et Sim Zonado1° Nao 6mm o Micro-CT, exame 6 semanas Maior quantidade de tecidos 6sseos
al., (2018) molar, na histoldgico formados e maior volume 6sseo no grupo
maxila com células estaminais; Este osso também
era muito mais trabecular; O grupo com as
células estaminais também mostrou
capacidade de formagao de novo cemento e
novo ligamento periodontal, ao contrario dos
grupos controlo (formagao de tecido
conjuntivo)
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Colangeli Nao Maxila ou Nao Superior a o CBCT 6 meses Volume de novo osso formado com média de
et al., mandibula 2cm? 2,44cm3; Densidade de osso trabecular muito
(2018) alta (média de 1137HU)

Jahanbin Sim Zona anterior Nao 7mm - Exame 6 semanas Maximo formagao de novo o0sso foi no grupo
et al, da maxila histologico teste e quantidade aumentada de tecido
(2016) conjuntivo fibroso do controlo com scaffold

sozinho

Khojasteh Nao Maxila e Nao Superior a Sim - 6/12 ORTO, CBCT, 10 meses Caso 1-Boa adaptagao do substituto 6sseo,
et al, mandibula 6cm meses depois exame 48 meses com tecido 6sseo denso e trabecuado e bem
(2019) histolégico. vascularizado aos 7 meses, Osteointegragao

dos implantes aos 10 meses.
Caso 2- Igual ao caso 1, mas osteointegragao
a0s 48 meses.

Liu et al., Sim Zona dos Sim 5mm o Micro-CT, exame 6 meses Aos 3 meses formacao de novo 0sso alveolar,
(2016) segundos pré- histolégico ligamento periodontal e cemento foi visivel

molares no grupo teste e no grupo de scaffold, o

grupo controlo apresentou quantidade de
novo 0sso diminuida e formagao de tecido
conjuntivo. Aparecimento de vasos
sanguineos rodeados de osteoblastos e
ligamento periodontal bem organizado no
grupo teste.

Aos 6 meses 0 novo 0sso era mineralizado e
completamente maduro e havia completa
separagao entre as 3 camadas de 0ss0
alveolar, ligamento periodontal e cemento no
grupo teste. Na altura de novo 0ss0, 0 grupo
teste teve resultados mais altos que o grupo
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de scaffold, mas ndo significativo. 0 mesmo
aconteceu no novo cemento.
Neste caso as células estaminais nao
aumentaram a regeneragao periodontal em
comparagao com o grupo de scaffold.

Mashimo Nao Zona dos Nao - - Micro-CT, exame 6 semanas As 6 semanas os tecidos moles cicatrizaram
et al, primeiros histoldgico mais rapido no grupo teste, mas nada
(2019) molares, 1° estatisticamente significativo.

quadrante A formacao de novo 0sso ocupou o alvéolo
na totalidade no grupo teste as 2 semanas e
no grupo controlo as 3 semanas.

Pelegrine Nao Zona anterior Nao - Sim — 4 meses CBCT, bidpsias 8 meses Tanto aos 4 meses como aos 8 meses a
etal., da maxila depois 0sseas, exame largura do osso foi maior no grupo controlo,
(2016) histolégico mas nao estatisticamente significativo. O

grupo teste contém mais tecido mineralizado
que o grupo controlo e menos tecido nao
mineralizado.

Redondo Nao Zona posterior Nao 2-4ecm o ORTO, CBCT, 8 meses A densidade Gssea apds 7 meses de cirurgia
et al, da mandibula biopsias 6sseas foi estatisticamente significativamente maior
(2018) que no grupo controlo.

Valdivia Nao Zona posterior Sim e Sim — 7 meses CBCT, biopsias 7 meses Grupo teste apresentava uma superficie mais
et al, da maxila depois dsseas, exame compacta de novo 0sso, sem presenga de
(2017) histoldgico material de enxerto. O grupo controlo

apresentava uma superficie irregular e com
particulas de enxerto ainda visiveis.

0 grupo controlo apresentava formagao de
novo 0sso pouco uniforme rodeado com
tecido conjuntivo. Maior presencga de
ostedcitos.

17




= cespu

WS NSTITUTO UNIVERSITARIO

DE CIENCIAS DA SAUDE

Na regeneracao dssea para elevagao do seio maxilar:

e Dos 7 artigos selecionados, a altura do osso antes da cirurgia de elevagao do seio
maxilar variou entre 3-8mm, sendo que 3(3,17,23) (42,9%) artigos nao fizeram mengao
a altura inicial do osso.

e 5(2,3,141517) (71,4%) artigos usaram o design sp/it-mouth para a comparacdo das
técnicas e 2(6,23) (28,6%) artigos ndo usaram esta técnica.

e A execugdo de reabilitagdo protética com implantes foi realizada em 5(2,6,14,15,17)
(71,4%) artigos num periodo posterior 3 cirurgia de 3 meses a 1 ano. 2(3,23) (28,6%)
artigos nao reabilitaram proteticamente depois da cirurgia.

e (Quando foi comparada a sobrevivéncia dos implantes entre os grupos de teste e os
grupos de controlo, nenhum artigo fez referéncia a este parametro.

e Analisando os exames complementares de diagndstico realizados, 4(2,6,14,15) (57,1%)
artigos referenciaram a realizagdo de ortopantomografia, 4(2,6,14,23) (57,1%) artigos
realizaram CBCT, 5(2,6,14,15,17) (71,4%) artigos mencionaram a realizagao de biopsias
6sseas, que foram realizadas entre 3 meses a 1 ano apds a cirurgia, 6(3,6,14,15,17,23)
(85,7%) artigos realizam exames histolégicos e 3(2,6,23) (42,9%) artigos realizaram
Micro-CT para observagao dos resultados referentes a cirurgia efetuada.

e Apenas 1(6) (14,3%) artigo mencionou a altura final do 0sso apds a cirurgia (17mm).

e (s artigos selecionados acompanharam o estudo num periodo entre as 8 semanas e 0s
3 anos.

e Quando comparados os resultados dos grupos testes (contendo células estaminais) com
0s grupos controlo nos artigos selecionados para elevagao do seio maxilar, 4(3,6,15,23)
(57,1%) artigos referenciaram que a quantidade de osso formada foi maior no grupo
teste e 1(2) (14,3%) artigo referiu que nao houve diferencas estatisticamente
significativas entre grupos na quantidade de osso. 3(2,17,23) (42,9%) artigos
mencionaram que o volume dsseo foi maior no grupo teste, que o 0sso se apresentou
mais denso em 2(6,15) (28,6%) artigos, também 2(3,14) (28,6%) artigos mencionaram
que 0 0sso era mais mineralizado e maduro e 1(17) (14,3%) artigo indicou que 0 0sso
era mais vascularizado, mas sem diferengas estatisticamente significativas. 1(3) (14,3%)

artigo referiu que a formagao de osso foi mais rapida no grupo teste e outro(15) (14,3%)
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artigo mencionou que o 0sso regenerado no grupo teste tinha maior densidade de
células. O grupo controlo contrariamente ao grupo teste apresentava-se, em 2(14,15)
(28,6%) artigos, com formagao de tecido conjuntivo fibroso e em 3(3,14,15) (42,9%)
artigos o material de enxerto era visivel em particulas. No grupo teste, 1(3) (14,3%)
artigo referiu que no mesmo periodo o material de enxerto ja nao era visivel.

e 1(23) (14,3%) artigo comparou a quantidade de osso formado no grupo teste e num
grupo que continha fatores de crescimento, a quantidade de osso foi semelhante nestes

grupos.
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Tabela 3 Resultados referentes a regeneragdo dssea para elevagdo do seio maxilar
. Reabilitagado Sobrevivéncia Altura final do
Altura Design . X Tempo de
L . protética dos implantes Exames 0SS0 ~ .
Autor (Ano) | inicial split- observagao Diferengas entre o Controlo e o Teste
doosso | mouth (quando ’Fempo (Teste VS complementares (quanto - do estudo
depois) Controlo) tempo depois)
Bertolaiet | Inferior Sim Sim — 3 meses o ORTO, CBCT, o 3 meses Grupo controlo apresenta particulas de enxerto
al., (2015) | a5mm depois biopsias 6sseas visiveis, pouca formagao de novo 0sso e muito
(3 meses), tecido conjuntivo fibroso. (agdo apenas
exame osteocondutora) O grupo teste apresenta o enxerto
histolégico incorporado no 0sso recém-formado sem presenca
de tecido conjuntivo
Farré- L Sim Sim — 6 meses L Biopsias 6sseas . 9 meses Maior volume 6sseo total em 80% do grupo teste
Guasch et depois (6 meses), comparado com o controlo e maior quantidade de
al., (2018) exame vasos sanguineos, mas nao com diferenca
histolégico significativa
Kaigler et Inferior Nao Sim — 4 meses L ORTO, CBCT, Média de 6 meses N3o houve diferengas significativas na altura
al., (2015) | a5mm depois Micro-CT, 17mm radiografica do osso pos-cirurgia entre os 2
biopsias 6sseas grupos.
(4 meses), Grupo controlo mostrou que quanto maior o
exame defeito e a quantidade de scaffold usado, menor a
histoldgico qualidade e densidade do osso formado. O
contrario ocorreu no grupo teste, mostrando que a
qualidade e densidade do 0sso era muito maior.
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Katagiri et
al., (2015)

Sim

Exame
histoldgico

8 semanas

A quantidade de osso formado foi sempre maior no
grupo teste no que no grupo controlo. As 2
semanas todo o material de enxerto tinha sido
substituido por novo 0sso, as 4 semanas o0 Novo
0sso maduro ocupava a cavidade na sua totalidade
no grupo teste. No grupo controlo, as 4 semanas o
novo o0sso formado era muito diminuido e imaturo
e as particulas de enxerto permaneceram, mas as
8 semanas 0 0ss0 ja ocupava a totalidade da
cavidade e era maduro.

Prins et al.,
(2016)

Inferior
a 8mm

Sim

Sim — 6 meses
depois

ORTO, CBCT,
biopsias 6sseas
(6 meses),
Micro-CT

2,5 anos

Comparando a altura radiografica o grupo controlo
obteve maior altura de 0sso que o grupo teste,
mas nao estatisticamente significativo. O exame
micro-CT mostrou que a percentagem BV/TV era
maior no grupo teste e que a percentagem GV/TV
era maior no grupo controlo, com diferengas
estatisticamente significativas.

Solakoglu
etal.,
(2019)

3mm

Sim

Sim —= Tano
depois

ORTO, biopsias
6sseas (b
meses, 1ano),
exame
histoldgico

3 anos

Na biopsia retirada aos 6 meses o grupo controlo
apresentava mais fragmentos de enxerto, mais
tecido fibroso e menos densidade celular, ao
contrario do grupo teste que continha grandes
quantidades de células e condensacoes
osteogénicas (osteoblastos). Na biopsia retirada
passado 1ano os resultados eram similares, mas
menos fragmentos de enxerto e mais novo 0sso
formado que deixou se ser esponjoso e passou a
ser lamelar no grupo controlo. O grupo teste
resultou numa maior quantidade de osso formado
quando comparado com o grupo controlo.
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Wang et L Nao Nao o CBCT, Micro-CT, o 6 meses A quantidade de novo osso formado foi
al., (2017) exame semelhante no grupo teste e no grupo dos fatores
histolégico de crescimento, mas maior que no grupo controlo.

0 mesmo aconteceu quando comparada a
percentagem BV/TV. Também a dureza estava
mais aumentada nestes dois grupos que no grupo
controlo com enxerto sozinho, isto pode significar
que 0 0ss0 nestes grupos € mais maduro. A
quantidade de fragmentos de material de enxerto
era maior no grupo que continha enxerto apenas
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5. Discussao

5.1 Células estaminais mesenquimais (MSC)

As MSC est3o entre as células estaminais mais promissoras na aplicagao clinica.(24)
Originalmente foram descobertas na medula 6ssea, mas posteriormente descobriu-se a sua

presenca noutros tecidos como a pele, o tecido adiposo e tecidos dentarios.(24)

Células estaminais adultas ou células estaminais mesenquimais pluripotentes,
derivadas de diferentes tecidos adultos, tém capacidade de autorrenovagao e proliferagao,
que se corretamente estimuladas conseguem diferenciar-se em linhagens de células

especificas.(13,22)

De acordo com o ISCT (Sociedade Internacional de Terapia Celular), as MSC devem
aderir ao meio de cultura quando mantidas em condicoes de cultura standard, devem
expressar as proteinas de superficie CD105, CD73, CD90 e nao expressar CD45, CD34, CD14,
CD11b, CD79«, CD19 e HLA-DR. E também devem ter a capacidade de se diferenciar em

osteoblastos, adipdcitos e condroblastos /n vitro.(20,22,24)

Apesar das MSC apresentarem vida finita e entrarem em senescéncia(13,20) mais
rapido que as células embrioldgicas, as técnicas /n vitro permitem a sua expansao em
ndmero suficiente para uso clinico mantendo o seu fenétipo indiferenciado.(13) As MSC nao
possuem caracteristicas imunogénicas ou tumorigénicas,(13) além disso, ndo existe

nenhuma preocupacao ética ou legal no seu uso clinico.(1,13)

5.1.1 Células estaminais mesenquimais da medula 6ssea (BMSC)

A medula 6ssea adulta contém BMSC, células progenitoras raras com multipoténcia.
As BMSC possuem alta capacidade de replicagao, capacidade de diferenciagcao em varios
tipos de células e consegue formar 0sso /7 vivo, o que faz delas uma 6tima fonte de células
estaminais para a terapia de regeneragao 6ssea.(12,24) A sua origem pode vir da crista iliaca

ou de ossos orofaciais.(24)
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5.11.1 BMSC da crista iliaca

As BMSC da crista iliaca foram estudadas extensamente e demonstraram capacidade
de diferenciagao em linhagens osteogénicas, condrogénicas, adipogénicas, miogénicas e

neurogénicas de origem nao mesenquimal.(20,24)

Em 1999, Pittenger et al. caracterizou BMSC da crista iliaca humana como células
estaminais multipotentes demonstrando o seu isolamento e expansao em cultura e

diferenciagdo em linhagens osteogénicas, adipogénicas e condrogénicas.(24)

As BMSC da crista iliaca podem ser isoladas através de aspiragcao da medula 6ssea, um
procedimento invasivo para os dadores. Ainda assim, sao as células estaminais mais usadas

nos procedimentos dentarios.(24)

Um declinio no potencial osteogénico das BMSC da crista iliaca parece ocorrer com o
avanco da idade, o que sugere que a idade do dador é um fator importante na eficacia da

formagao de 0ss0.(20,21,24)

5.1.1.2 BMSC dos ossos orofaciais

Apesar da crista iliaca ser a fonte principal de BMSC, estas também conseguem ser
isoladas a partir da medula dssea orofacial da maxila ou mandibula. A sua obtengao pode
vir de diversos procedimentos dentarios como a colocagao de implantes, a extragao de
terceiros molares e extirpacdo de quistos.(24) Neste tipo de BMSC a idade do dador parece
nao ter efeito sobre o padrao de expressao genética, o que significa que a colheita pode ser
feita em todos as idades.(20,24)

Observagoes clinicas e estudos experimentais em animais indicam que o enxerto obtido
da area craniofacial para enxerto autologo fornece melhores resultados e maior volume de
0sso que enxerto da crista iliaca. Isto pode ser devido a origem dos tecidos, a maxila e
mandibula tém origem nas células da crista neural craniana e a crista iliaca tem origem na

mesoderme.(4,24)

Coldnias de MSC dentais, craniofaciais, epiteliais e da mucosa oral, aparecem em maior

quantidade que as BMSC da mandibula e da crista iliaca.(1)
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Akintoye et al. demonstrou que as BMSC dos o0ssos orofaciais tinham maior capacidade
de proliferacao e diferenciagao osteogénica quando comparadas com as BMSC da crista
iliaca do mesmo individuo.(24) Esta diferenciagdo osteogénica pode ser induzida por

suplementagdo com dexametasona, dcido L-ascorbico e B-glicerofosfato.(1)

Um estudo animal também indicou que as BMSC orofaciais da mandibula de um rato
formaram nddulos 6sseos maiores e mais mineralizagdo dssea que as BMSC dos 0ssos
longos.(24) Estas propriedades das BMSC orofaciais podem fornecer vantagens para a

regeneragao 6ssea orofacial.(24)

5.1.2 Células estaminais do tecido dentario

As células estaminais do tecido dentario est3o divididas em dois grupos, células
estaminais epiteliais e células estaminais mesenquimais. As células estaminais epiteliais
estao localizadas no loop cervical do 3pex do dente, e conseguem diferenciar-se em
ameloblastos que produzem esmalte, mas o seu uso nao foi ainda reportado em

humanos.(24)

Até ha data varias fontes de células estaminais mesenquimais foram identificadas.
Em 2000, as MSC da polpa dentaria (DPSC) foram as primeiras a ser identificadas, seguidas
das MSC de dentes deciduos extraidos (SHED).(24) Tanto as DPSC como as SHED possuem
propriedades de células estaminais como multidiferenciacao e autorrenovacgao.(24) As SHED
também induzem a formacao de matriz semelhante a 0sso, recrutando células hospedeiras,
isto pode ser devido a natureza dos dentes deciduos, que fazem reabsorgao da raiz e

posterior formagao de osso em volta da raiz.(24)

As DPSC conseguem-se diferenciar em osteoblastos, células semelhantes a células
adiposas, células do musculo liso, dentina e células semelhantes ao complexo dentina-
polpa.(25) Também ja revelaram potencial condrogénico /n vitro. A sua multipoténcia,
proliferagao, disponibilidade e quantidade de células mostrou que estas células podem ser

melhores na regeneragdo 6ssea, quando comparadas com as BMSC.(25)

O ligamento periodontal é outra fonte de MSC dos tecidos dentarios, e as células
estaminais do ligamento periodontal (PDLSC) podem ser isoladas de dentes extraidos. As

PDLSC demonstram capacidade de regenerar tecidos periodontais como, cemento,
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ligamento periodontal e osso alveolar em estudos com modelos animais,(11,12,24) apesar
de alguns estudos sugerirem que o local de colheita das células tem influéncia no tipo de
regeneracao, por exemplo, PDLSC da superficie do osso alveolar apresentam maior

regeneragao de 0sso comparado com PDLSC da superficie da raiz.(24)

Outras fontes de MSC dos tecidos dentarios s3o o foliculo dentario, um saco dentario
que contém o dente em desenvolvimento e contém as células estaminais do foliculo

dentario (DFSC), com capacidade de regeneragao periodontal.(24)

lkeda et 3l identificou no gérmen do terceiro molar na fase de sino as células
progenitoras do gérmen dentario (TGPC), células estaminais estas, com alta proliferacao e
capacidade de diferenciacgao in vitro das trés linhagens de folhetos germinativos incluindo

osteoblastos, células neurais e hepatdcitos.(24)

Células estaminais da papila apical (SCAP) foram encontradas no tecido da papila,
na parte apical da raiz de dentes em desenvolvimento.(24) Estudos comprovaram que as
SCAP demonstraram melhor proliferagao e melhor regeneragao de matriz dentinaria /n vitro
que as DPSC, o que sugere que tecidos dentarios em desenvolvimento sao uma melhor fonte
de células estaminais que tecidos dentarios desenvolvidos. E de referir que estes tecidos
sao normalmente descartados na pratica clinica, apesar destas células serem heterogéneas
contendo células em varios estados de diferenciacao como células estaminais verdadeiras,

células progenitoras e possivelmente fibroblastos.(24)

5.1.3 Células estaminais da mucosa oral

A mucosa oral é composta por epitélio escamoso estratificado e abaixo por tecido
conjuntivo, a Idmina propria.(24) Até 3 data estdo identificadas dois tipos de células
estaminais da mucosa oral, 3 primeira, células estaminais/progenitoras orais epiteliais,
parecem ser unipotentes, o que significa que s se conseguem diferenciar em células
epiteliais, mas possuem clonogenicidade (capacidade de duplicacdo) e capacidade de
regeneragao de um enxerto mucoso oral muito organizado e altamente estratificado em ex

vivo, 0 que sugere que podem ser uteis em enxertos intraorais.(24)

0 segundo tipo de células identificadas na mucosa oral foram as células estaminais

da Idmina propria da gengiva, que esta ligada diretamente ao peridsteo do 0sso.(24) Em
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20009, Zhang et al. caracterizou as MSC derivadas da gengiva, que exibiam clonogenicidade,
autorrenovacao e diferenciagao multipotente similar as BMSC. Mas apesar desta parecencga,
as GMSC quando comparadas com as BMSC possuem mais rapida proliferagao, mais
estabilidade morfoldgica e nao perdem as suas caracteristicas de MSC com o aumento das

passagens.(24)

5.1.4 Células estaminais/progenitoras do peridsteo

O peridsteo é um tecido conjuntivo especializado que tapa a superficie do tecido
6sseo.(24) Possui capacidade osteogénica e a sua membrana consegue formar matriz
extracelular mineralizada /n vitro em condicdes apropriadas.(24) E constituido por duas
camadas, a mais exterior que contém fibroblastos e fibras elasticas e a interior que contém
MSC, células progenitoras osteogénicas, osteoblastos, fibroblastos, capilares e nervos
simpaticos.(24) Apesar de um conjunto de células tdo heterogéneo, estas células sdo
capazes de se diferenciar em osteoblastos, adipdcitos e condrdcitos e expressar marcadores
tipicos de MSC.(24) Isto diz-nos que células estaminais derivadas do periésteo expandidas

podem ser uteis para engenharia tecidual, especialmente para regeneragao dssea.(24)

Um estudo comparativo in vivo de MSC de caes mostrou que as células do peridsteo

conseguiam formar mais 0sso que as BMSC da crista iliaca.(24)

Agata et al relatou que células do periosteo combinadas com fatores de
crescimento recombinantes proliferaram mais rapido e formaram mais 0sso que as BMSC
em ratos.(24) Além disso enxertos de peridsteo mostraram uma formagado de osso cortical,
ao contrario do enxerto com medula 6ssea que forma 0sso esponjoso com uma estrutura
semelhante a medula 6ssea, num defeito cranial de um rato, o que sugere que a fonte de
células transplantadas pode influenciar as propriedades das estruturas regeneradas. Tendo
estas células um bom potencial osteogénico, os dentistas tém-nas escolhido para a
regeneragdo 6ssea orofacial.(24) Culturas de células estaminais de peridsteo tém sido
usadas, na pesquisa clinica, no aumento da crista alveolar e elevagao do seio maxilar,
demonstrando sucesso na remodelagao 6ssea e formagao do osso lamelar, para posterior

colocagdo do implante e tempo pés-operatdrio reduzido.(24)
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5.1.5 Células estaminais do tecido adiposo (ASC)

O tecido adiposo é uma fonte abundante de MSC e tem sido investigada
extensamente na medicina regenerativa. As MSC derivadas do tecido adiposo podem ser
facilmente colhidas em grande quantidade por lipectomia ou lipoaspiragdo(17,24) de areas
COMO 0 pescogo, bragos, abdomen, ancas, nadegas e coxas, sem morbidez local exagerada

para o dador.(24)

0 corpo adiposo da bochecha ou bola de bichat (BFP) é um tipo de tecido adiposo
especializado, submucoso e vascularizado presente na cavidade oral, que esta a ser
investigado como uma boa fonte de enxerto para o reparo dsseo e periodontal na cirurgia
oral.(21) O BFP mostrou ser uma fonte vidvel de ASC, capaz de se diferenciar em
osteoblastos.(21) A sua colheita é feita por cirurgia oral, é facil e causa menos morbidez e
complicagdes locais.(21) Além disso, o seu tamanho parece ser consistente em todas as

pessoas e ndo depende do peso ou distribuicdo da gordura corporal de cada pessoa.(21)

As ASC exibem caracteristicas osteogénicas e sao uma alternativa de MSC na
medicina dentaria, e a sua viabilidade na regeneragao 6ssea orofacial e colocagao de

implantes ja foi demonstrada.(24)

Pieri et al. demonstrou que a transplantacao de ASC autdlogas em conjunto com um
scaffold inorganico como o Bio-Oss® aumentou verticalmente a formagao de osso e
osteointegragao dos implantes, no osso do cranio de coelhos, o que indica que as ASC

podem ser uteis no aumento vertical do 0sso alveolar para a colocacao de implantes.(24)

TGPCs DPSCs SHED

“@ﬁ/

———— GMSCs

7% ﬂ/

DFSCs

OESCs

SCAP

PDLSCs BMSCs

SGSCs

Figura 2 Fontes de células estaminais adultas na regido oral e maxilofacial
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5.2 Propriedades das células estaminais

5.2.1 Acessibilidade

Tendo em conta a acessibilidade, aspiracao da medula dssea da crista iliaca ou
lipossuccao de tecidos extraorais trazem limitacoes ao dentista devido a falta de
especializagdo. Em contraste, as células da medula 6ssea orofacial, do peridsteo e de
tecidos dentarios estao acessiveis aos dentistas. Mesmo assim, o isolamento das células
destes locais requer a realizacao de procedimentos cirdrgicos, de extracao do dente ou da
polpa. Além disso, as células estaminais adultas estao presentes em pequenas quantidades

e podem ser dificeis de isolar, purificar e expandir homogenicamente.(24)

5.2.2 Imunomodulacao

Para além de reparagao tecidular e regeneragao, as MSC também possuem
propriedades imunomodulatérias em animais e humanos, que estao ligadas a angiogénese,
anti inflamacao e anti apoptose. Assim, estas propriedades imunmodulatérias das MSC
fazem delas mais atraentes que outros tipos de células estaminais na transplantacao de
células. Células estaminais mesenquimais como as DPSC, SHED, PDLSC, SCAP e GMSC tém

propriedades imunmodulatérias semelhantes as BMSC. (24)
Recentes relatos sugerem que as MSC apresentam baixa imunogenicidade.(24)

As células estaminais tém capacidade de imunomodulagao por imunoestimulagao
ou por imunossupressao. As MSC inibem a proliferagao de linfocitos T que faz diminuir a

secrecdo de citocinas como IL-2, IFN-y e TNF-a, enquanto aumenta a produgao de IL-4.(9)

5.3 Fatores que influenciam a terapia de regeneracdo com células estaminais

5.3.1 Sobrevivéncia das células transplantadas
Uma regeneragao 0ssea bem-sucedida com células transplantadas requer um
numero suficiente de células com capacidade osteogénica e viabilidade celular para permitir

que as células transplantadas produzam matriz extracelular para a regeneragao de tecido.
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Uma dose elevada de células implantadas teve melhores resultados na formagao de novo

0sso quando comparado com doses médias ou baixas de células.(26)

Varios estudos animais sugerem que as células transplantadas morrem depressa ou
migram para outro local. Quando MSC marcadas com fluorescente foram implantadas num
scaffold de HA/TCP e implantadas subcutaneamente em ratos, o numero de células
transplantadas diminuiu gradualmente e ao fim de 14 dias as células ja nao conseguiam ser

identificadas no local.(26)

Tasso et a/(26) investigou a resposta do hospedeiro a implantagao subcutanea de
BMSC num scaffold de ceramica porosa num rato e demonstrou que dois tipos de células
migraram para o local do scaffold as (CD31+ e as CD146+, para participar no
desenvolvimento de novo tecido 6sseo. A sobrevivéncia de células transplantadas é
influenciada pelo suficiente fornecimento vascular. Assim, uma interacao entre as células
BMSC exdgenas implantadas e as células estaminais/progenitoras residentes no
hospedeiro parece ter um papel importante no aumento da vascularizagao para aumentar

a sobrevivéncia das células e aumentar a regeneragao 0ssea.

Por este motivo, pode-se assumir que as células estaminais transplantadas nao sao
apenas uma fonte de osteoblastos responsaveis pela formagao de 0sso, mas também
conseguem estimular o organismo do hospedeiro a recrutar células endogenas,
responsaveis pelo desenvolvimento do 0sso. O desenvolvimento de vasos sanguineos € uma
parte indispensavel da formagao de 0sso, eles transportam oxigénio, nutrientes e produtos

de metabolismo e recrutam células progenitoras para a osteogénese.(9)

5.3.2 Condigdes de pré-cultura das células

A duragao da pré-cultura /n vitro tem um papel crucial na capacidade das BMSC de
regenerarem 0ss0.(26) A:qaz‘a et a/(26) descreveu que indugdo osteogénica de BMSC
humanas por duas semanas aumenta a probabilidade de sucesso de formagcao de 0sso
quando comparado com uma semana de indugao. Em contraste, (astano-lzquierdo et
a/(26) relatou que uma indugdo osteogénica de BMSC de ratos por 4 dias tinha melhor

resultado na formagao de 0sso in vivo que indugao por 16 dias.
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Condigoes de pré cultura étimas para BMSC humanas manterem a sua sobrevivéncia
na zona de transplantacao ainda nao sao claras e mais estudos devem ser realizados para

desenhar um protocolo para regeneragdo de 0sso com células estaminais.(26)

5.3.3 Resposta imunoldgica ao enxerto celular

E conhecido que a formagdo 6ssea com células transplantadas em animais nao
prediz a formacao de osso em humanos. Uma possivel razao para esta diferenga é que a
maior parte dos estudos animais usam animais imunocomprometidos, em que lhes faltam
alguns componentes do sistema imunitario como células T e B, que estao presentes nos

pacientes tipicos.(26)

Liu et 3/(26) descreveu que regeneragao 6ssea mediada por BMSC é parcialmente
controlada pelo microambiente local do hospedeiro no qual células imunitarias e citocinas

inflamatodrias afetam as BMSC.

5.4 Banco de células estaminais

O banco de células estaminais consiste em obter, manipular e guardar as células
provenientes dos dentes deciduos, terceiros molares ou dos tecidos orofaciais dos pacientes

numa instalacado.(1)

Recentemente, bancos de tecidos ou células estaminais tém sido implementados
em varios paises, como no Japao, USA e India. Aquando da obtencdo de tecidos
maxilorofacias como o ligamento periodontal, tecidos pulpares, papila apical, ou o dente
em si, do paciente, podem ser criopreservados por aproximadamente 10 a 12 anos e reter o
seu potencial regenerativo.(1) As células estaminais podem, posteriormente, ser isoladas
do tecido/dente criopreservado quando for necessario realizar terapias regenerativas.(1) As
células autdlogas dadas aos pacientes vao ser reconhecidas como células hospedeiras e

assim, devem ser toleradas pelo sistema imunitario.(26)

No entanto terapias tecidulares bem-sucedidas usando células estaminais
provenientes de bancos de células ainda nao foram relatadas. Além disso, & necessario
haver legislagao porque o seu uso pode nunca vir a ser preciso. O banco de células tem de

ser responsavel por determinar se as células criopreservadas mantém a qualidade para
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futura transplantagcdo. Assim, criopreservagao apropriada das células, tecidos e dentes é
imperativo para realizar aplicacoes médicas, apesar de protocolos otimizados ainda nao

terem sido desenvolvidos.(1)

5.5 Regeneracao 6ssea

Extracao dentaria € um procedimento dentario realizado frequentemente em casos
de caries extensas, doenga periodontal avancada e raiz fraturada. A seguir a uma extracao
dentaria, ocorre reabsorcdo da crista alveolar e atrofia.(10) Mudancas dimensionais
subsequentes s3ao mais pronunciadas na parede vestibular do que na parede
palatina/lingual, devido ao fornecimento sanguineo comprometido.(10) E nos primeiros 6
meses(1,9) ap6s extragdo até ao primeiro ano que é contabilizado 50% de reabsorgado da

crista alveolar.(10)

Quando existem as condigOes certas, a terapia com implantes apresenta-se como a
opcdo mais funcional, estética e previsivel para a substituicdo de dentes perdidos.(6)
Contudo, um fundamento determinante para o sucesso da colocagao de implantes € a
natureza quantitativa e qualitativa do osso de suporte.(6) E sabido que a maior parte dos
pacientes que necessitam de implantes tenham osso insuficiente e que necessitem de
enxerto para a sua colocagao, e para aumentar a fungdo, previsibilidade e
longevidade.(6,8,17)

Aumento 6sseo é a forma de tratamento que permite o aumento espacial do 0sso
reabsorvido colocando um substituto 6sseo na cavidade. As condigoes ideais para o
crescimento de elementos osteogénicos (osteoocondugdo), estimulagdo de células
indiferenciadas para a sua transformagao em osteoblastos (osteoindugdo) e a presenga de
osteoblastos capazes de sintetizar novo osso (propriedades osteogénicas) sdo necessarias

para um processo de aumento correto e eficiente.(9)

De acordo com a triade de Lynch, uma correta e eficiente regeneragao 6ssea requer
3 elementos. O primeiro elemento & a base ou scaffold. O segundo elemento sao as
moléculas sinalizadoras que estao envolvidas no processo de cicatrizagao, como BMPs,
adesinas, hormonas, vitaminas, fatores de crescimento, etc. O terceiro elemento sao as

células, que s3o afetadas pelos fatores de crescimento, que contém propriedades
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potencialmente osteogénicas. Estas células sao indiferenciadas como células estaminais,
preosteoblastos e fibroblastos, e células diferenciadas, como os fibrocitos e ostedcitos. As
células estaminais podem ser separadas e multiplicadas in vitro antes da sua injecao no

defeito 6sseo.(9)

Independentemente da extensao ou severidade dos defeitos dsseos, o sucesso dos
procedimentos de regeneragao e reconstrugao usados para os corrigir dependem da
presenca de células percursoras osteogénicas e vasculares presentes nos tecidos
circundantes.(6) Durante a fase de cicatrizagdo das terapias regenerativas, algumas células
entram nos defeitos e diferenciam-se em osteoblastos que produzem matriz dssea e

promovem vascularizagdo.(6)

A terapia das células estaminais & uma estratégia promissora de engenharia
tecidular para aumentar a regeneragao tecidular e promover a formagao de novo de tecidos

duros e moles.(6)

[ Técnicas de regeneragdo dssea ]
[ Scaffold ] [ Fatores de crescimento ] [ Células estaminais ]
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Figura 3 Técnicas e componentes da engenharia tecidual na drea da regeneragdo 6ssea
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5.6 Células estaminais na regeneracao 6ssea

O enxerto autdégeno € o golden standard para a reabilitagdo de defeitos
6sse0s(2,4,19,21,5,7,9,10,14—-17) devido 3 sua rdpida incorporagao no hospedeiro, 3 presenca
de variados fatores de crescimento e as suas propriedades osteogénicas.(21) Contudo,
existem grandes desvantagens como a necessidade de um segundo local cirurgico, o seu
volume limitado, morbilidade, infegdo(7,9,10,15,18,19,21) e aparecimento de cicatriz.(21)
Além do mais, é estimado que 80% dos ostedcitos ndo sobrevivam ao processo de
transplantacao entre o local dador e o local cirtrgico, e apresentem uma reabsorgao entre
65-85%.(21) Além disso, de uma perspetiva bioldgica, a origem da crista iliaca é a
mesoderme, que gera 0sso por processo de ossificacdo endocondral, enquanto que o
enxerto 6sseo obtido da mandibula gera 0sso muito mais rapido uma vez que 0 0ss0 €

gerado por processo de ossificagdo intramembranosa.(21)

A terapia tecidular com células estaminais € uma estratégia promissora para
aumentar a formacao de 0sso(2,9) providenciando células osteogénicas e secrecdo de sinais
osteoindutivos para recrutar células dos tecidos circundantes.(2) Estas células, ndo so6
atuam diretamente na formagao de osso, mas também atuam por libertacdo de citocinas,

producdo de matriz extracelular e promovem angiogénese.(20)

As células estaminais usadas nas técnicas de regeneragao 6ssea sao indispensaveis
pelo menos até ao desenvolvimento de vasos sanguineos. Estes vasos fornecem ao
transplante oxigénio e nutrientes e eliminam produtos de metabolismo desnecessarios.(9)
Isto pode resultar em regeneragao suficiente de osso num periodo mais curto que o previsto

do que quando se usa substitutos 6sseos apenas.

Neste momento, usando as técnicas de cultura celular, as MSC podem ser isoladas
e expandidas com grande eficacia, induzindo o seu crescimento em varias linhagens,
quando expostas a condigdes apropriadas de cultura.(13) Para expansdo e separagdo /n
vitro, as culturas de MSC sofrem diversas passagens. As células sao cultivadas num meio

suplementado com sérum autdgeno ou sérum fetal bovino e fatores de crescimento.(13)

As MSC tém caracteristicas morfoldgicas fibroblasticas quando colocadas num meio
de cultura de uma camada e tendem a aderir ao substrato de cultura, mudar o meio de
cultura vai fazer com que células hematopoiéticas ndo aderidas sejam descartadas.(13) As

MSC s3o identificadas pela sua adesao ao plastico e pela expressao de CD73, CD90, CD105,
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e falta de expressao de HLA-DR e marcadores hematopoiéticos CD14, CD34, (D38,
CD45.(13,20,22)

Como as MSC nao tém divisdes mitéticas ilimitadas /n vitro, o nUmero de passagens
e expansdo /n vitro nao deve exceder as cinco.(13) Normalmente a diferenciagao
osteogénica é iniciada com suplementacao do meio com dexametasona, acido ascorbico e
B-fosfatoglicerol.(13) Além do mais, sais solveis como as proteinas dsseas morfogénicas
(BMPs) como as BMP-2, BMP-6 e BMP-9 também podem ser usadas.(13)

As células normalmente sdo semeadas num scaffold em trés dimensoes (3D) que
vai guiar o seu crescimento e proliferacdo.(8,11-13) Até agora existem pelo menos 4

estratégias para a entrega de MSC no local designado:

1. As MSC podem ser replicadas e diferenciadas em meio de cultura e
posteriormente semeadas num scaffold s6lido 3D que pode ser implantado
depois das células adquirirem adesao.

2. As MSC podem ser replicadas em meio de cultura, semeadas num scaffold sélido
3D e depois a combinacao células-scaffold é colocada num meio de cultura de
diferenciacao para estimular a mudanca para um fendtipo osteoblastico. Apos
a diferenciacao, esta combinacao esta pronta para ser implantada.

3. As MSC podem ser replicadas e diferenciadas diretamente no scaffold 3D in vitro
e depois do tempo de maturacao a combinagao células-scaffold pode ser
implantada.

4. As MSC podem ser replicadas e diferenciadas /n vitro e depois a combinagao
células-scaffold é incubada por um curto periodo para elaborar uma preparagao

injetavel ossea.

Em todas as estratégias o scaffo/d detém um papel muito importante no
fornecimento de substrato para as células 6sseas migrarem, proliferarem, se diferenciarem

e criarem 0sso novo.(13)

A expansao celular para aplicagao clinica precisa de ser realizada num laboratdrio
caro, & demorado e trabalhoso. Infelizmente, hd um risco elevado de contaminacao

patogénica e transformacdo genética.(2)
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Mecanismos que ocorrem no corpo durante a transplantagcao ainda nao sao
totalmente conhecidos. Ainda nao esta estabelecido se o novo osso é formado pelas células
estaminais transplantadas (papel osteogénico) ou se as células estaminais estimulam as

células osteogénicas ja presentes nos tecidos locais (papel osteoindutivo).(9)

RevisOes sistematicas de estudos animais recentes reportaram resultados
favoraveis na técnica de terapia celular tanto para regeneragdo esquelética(5) como
periodontal.(5) Descobertas semelhantes foram reportadas em estudos humanos para

regeneragao de 0sso alveolar.(5)

Porém, devido a grande variagao na metodologia dos estudos, especialmente no que
diz respeito 3 natureza das células e biomateriais usados, nao existe na literatura a
confirmagao de efetividade da técnica de engenharia celular. Além do mais, preocupagoes
relativamente aos aspetos éticos e custo-efeito tém limitado, em grande escalg, a aplicagao

desta técnica.(5)

Um desenvolvimento continuo para otimizagao desta técnica deve incluir: a origem
das células estaminais, o protocolo de expansao, os suplementados usados e o material de
scaffold para a distribuicdo das células.(6) Estes scaffolds devem ter uma reabsorgao
adequada e uma superficie osteocondutiva na qual pode ocorrer nova formagao de 0sso. A
juncado entre estas duas disciplinas (células estaminais e scaffold) pode tracar o futuro da

medicina regenerativa.(13)
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6. Conclusao

As células estaminais aliadas aos materiais de enxerto ja comummente usados,
parecem ter varias vantagens na regeneragao 6ssea de defeitos dsseos e periodontais: o
novo osso formado parece formar-se mais rapidamente, com maior densidade e volume,
mais mineralizado, maduro e vascularizado. Também se pode concluir que o uso destas
células provocou uma reabsorgao mais rapida do material de enxerto usado. Na regeneragao
periodontal os resultados nao pareceram ter relevancia na quantidade de osso formado,

mas sim na rapidez com que existiu a regeneragao e a sua qualidade.

As vantagens destas células na cirurgia de elevagao do seio maxilar apresentam-se
como uma maior quantidade de novo osso formado, com maior volume e densidade, 0sso
mais mineralizado e maduro, mas que nao existiu diferengas significativas na
vascularizagao do novo 0sso. A formagao deste osso foi mais rapida e com maior densidade
celular. Existiu também referéncia a formagao de tecido conjuntivo fibroso no grupo sem
células estaminais contrariamente ao grupo que continha as células. Também se pode
concluir que o uso destas células provocou uma reabsor¢ao mais rapida do material de

enxerto usado.

Assim, podemos concluir que o uso de células estaminais tem vantagens em relagao
ao uso de material de enxerto isolado. Ainda assim, com a falta de protocolos das técnicas
de engenharia tecidular nao podemos concluir que esta técnica deva ser usada em vez de

outras técnicas de regeneragao 6ssea maxilar.

Protocolos que indiquem a origem das células estaminais, métodos de expansao das
células e materiais de enxerto adequados devem ser desenvolvidos para que esta técnica
possa ser cada vez mais investigada e que cheguem a conclusdes mais precisas que

confirmem estes resultados.
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