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“(..) Vede sempre o lado melhor das coisas e ndo
o pior.

Mas o melhor meio para alcangar a ﬁzﬁcic{a(ﬂe é
contribuir para a fe[icicfac{e dos  outros.
Procurai deixar o mundo um _pouco melhor de
que o encontrastes e clucmc{o VoS cﬁegar a vez de
morrer, yocﬂeis morrer ﬁzfizes sentindo que ao
menos ndo cfespercfigastes 0 tempo e fizestes todo
0 yossive[ _por praticar o bem. (...)”

Baden Powell



ABREVIATURAS

ASC — Células estaminais derivadas do tecido adiposo
BMP — Proteina 6ssea morfogenética

BMSC — Células estaminais derivadas da medula 6ssea
CPC — Cimento fosfato de calcio

DFPC — Células estaminais derivadas do foliculo dentério
DNA — Acido desoxirribonucleico

DPSC — Células estaminais derivadas da polpa dentéria
ESC — Células estaminais embrionarias

FEV - Fracao vascular de estroma

FGF - Fator de crescimento fibroblasto

HA — Hidroxiapatite

IGF — Fator de crescimento tipo insulina

1PS — C¢lulas de pluripotencia induzida

mPEG — metoxi-polietilenoglicol

MSC — Células estaminais mesenquimais

PCL — Policaprolactona

PCR — Reagdo em cadeia da polimerase

PGA — Acido poliglicélico

PLA — Acido polilactico

PDLSC — Células estaminais derivadas do ligamento periodontal
RNA — Acido ribonucleico

SHED — Células estaminais derivadas dentes deciduos exfoliados
SCAP — C¢lulas estaminais derivadas da papila apical
TGF-B — Fator de crescimento transformado

UCMSC — Células estaminais do corddo umbilical

VEGTF - Fator de crescimento endotelial vascular
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1. RESUMO

A existéncia de defeitos Osseos derivados de traumas, patologias (e.g. osteomielite,
osteoporose) ou de excisao de tumores, levou a necessidade de criar estratégias de tratamento
que visam a reconstru¢do dssea.

O tratamento destes defeitos, atualmente cursa com a utilizacdo de enxertos ésseos.
Contudo, ¢ sabido que estes apresentam inimeras desvantagens como complicagdes no
segundo local cirargico, sobrevivéncia varidvel e ainda provavel rejei¢do no caso de
aloenxertos ou xenoenxertos. O recurso a biomateriais também se torna ineficaz em casos de
defeitos de grande dimensao.

Para a aplicacdo clinica da engenharia de tecidos, ¢ necessaria a existéncia de células
estaminais, de um scaffold biocompativel e sinais moleculares. Assim, a engenharia do tecido
0sseo envolvendo células estaminais tem sido vista como uma alternativa viavel e eficaz no
tratamento destes problemas, permitindo uma regeneragao 6ssea mais rapida e eficaz.

Esta monografia tem como objectivo a realizacdo de uma revisdo bibliografica sobre a

utilizacao das células estaminais na regeneragao Ossea craniofacial.

Palavras-chave: Regeneragao 6ssea; Engenharia tecidos; Células estaminais



ABSTRACT

The existence of craniofacial defects due to trauma, diseases (e.g. osteomyelitis,
osteoporosis) or tumor excision, lead to the need to create treatment strategies for bone
regeneration.

The treatment of these defects currently is the use of bone grafts. However, it is
known that this solution has a lot of disadvantages as complication in the second surgical site,
variable survival and probably rejection in allografts or xenografts. The use of biomaterials
isn’t efficient too, for critical-sized defects.

The clinical application of tissue engineering implies the presence of stem cells,
biocompatible scaffolds and molecular signals. In this way, the bone tissue engineering with
stem cells has been available as a viable and efficient alternative on treatment of these
problems, permitting the bone regeneration.

This bibliography review aims to conduct a literature search and present the use of

stem cells in the craniofacial bone tissue regeneration.

Key words: Bone regeneration; Tissue Engineering; Stem cells



2. INTRODUCAO

O osso craniofacial tem uma fungdo de protecdo dos o6rgdos internos da regido da
cabeca (como o cérebro) e de suporte para os tecidos moles da regido em questdo,
proporcionando assim uma ancoragem as estruturas dentdrias € uma manutencdo da
estabilidade estrutural, necessaria para as funcdes fisicas e componentes estéticos do corpo
humano.'*?

Os defeitos do osso craniofacial resultam de diversas condi¢des desde malformacoes
congénitas (fenda palatina) até quadros de trauma, infe¢do, osteomielite ou ressecdes
cirargicas de tumor.*>® Além destas, o osso craniofacial pode ser afetado por situacdes
sistémicas como as doengas osteodegenerativas, que tém ganho importancia devido ao
aumento da incidéncia de patologias como a osteoporose ¢ a artrite. Considerando ainda este
tipo de condicdes, sdo de referenciar a osteogénese imperfeita ou displasia fibrosa, associadas
a fragilidade do tecido 6sseo devido a defeitos na matriz.’

Face a estes defeitos 0sseos da regido da cabeca e face ha um comprometimento de
funcdes como a mastigacio, fala e degluticdo.” E também de salientar que as consequéncias se
estendem além das condices locais pois afetam a qualidade de vida dos pacientes.® Além das
despesas médicas, a existéncia de defeitos dsseos afeta a integracao social, a capacidade de
obtengio de atividade econdmica e afeta os pacientes em termos psico-sociais.’

O tratamento regenerativo mais usado atualmente cursa com o uso de enxertos 0sseos
autdlogos, aloenxertos ou materiais aloplésticos.® Apesar de estes procedimentos poderem
restaurar certos defeitos craniofaciais, estes apresentam diversas desvantagens, estando longe
de serem o tratamento ideal.**

A promessa da medicina regenerativa ¢ produzir um tecido saudavel para substituir os
tecidos patologicos ou danificados.’

A engenharia do tecido 6sseo oferece abordagens interessantes para a regeneragao e
reparagao Ossea que envolve o sinergismo entre células estaminais, sinais moleculares e um
scaffold adequado.’

Esta revisdo bibliografica tem como objetivo analisar a literatura cientifica sobre a

regeneragao Ossea craniofacial com células estaminais, conhecendo as diferentes abordagens e

as vantagens e desvantagens das mesmas.



3. MATERIAL E METODOS

Foram realizadas duas pesquisas bibliograficas na base de dados Pubmed e Biblioteca
Virtual da U.Porto.

A primeira pesquisa incluiu os termos “Craniofacial bone regeneration stem cells”
limitados a cinco anos € com o texto disponivel. Desta pesquisa resultaram cinquenta e seis
artigos os quais foram lidos e selecionados consoante o interesse para o tema em questdao. A
exclusdo de sete artigos resultou da sua referéncia a células estaminais hematopoiéticas, nao
sendo estas diretamente relacionadas com a regeneragdo Ossea, ou por referéncia da
regeneragdo de outros tecidos que ndo o tecido 0sseo. Assim, foram selecionados quarenta e
nove artigos. Foram ainda utilizados 2 livros de texto, com informagao relativa a tematica em

analise.



4 — DESENVOLVIMENTO

A importancia do osso craniofacial resulta na necessidade e preocupagdao em conhecer
as melhores abordagens terapéuticas para os defeitos dsseos. Propde-se entdo a apresentacao
de dois defeitos 0sseos craniofaciais mais comuns ¢ as diferentes alternativas de tratamento,
sendo evidenciada a mais recente ¢ inovadora abordagem que recorre as células estaminais: a

engenharia do tecido 6sseo.

4.1 DEFEITOS OSSEOS CRANIOFACIAIS

4.1.1 — CANCRO DA CABECA E PESCOCO

O cancro da cabeca e pescogo implica diversas abordagens terapéuticas como a

cirurgia, radioterapia e quimioterapia.'” A cirurgia, excisdo do tumor, leva a existéncia de
. . . . 5 31112 o
defeitos Osseos que necessitam de posterior reconstrucao. A radiag@o, por sua vez,
modifica o ambiente biologico do osso havendo uma reducao da celularidade, aparecimento
de fibrose, diminui¢do da densidade vascular e obliteracio de pequenos vasos sanguineos.'®
Tal tratamento implicard uma pobre cicatrizagdo de fraturas, crescimento debilitado e ainda
~ . . ~ . . 10 .

poderdo surgir complicagdes tardias devastadoras, como a osteoradionecrose. = Assim, 0 0SSO
sujeito a tratamento com radiacdo demonstra um aumento de reabsor¢do, diminui¢do da
osteogénese ¢ reducdo da forca mecanica, predispondo o paciente a problemas de fraturas

patologicas tardias bem como a consequéncias funcionais desastrosas. '
4.1.2 — FENDA LABIAL E PALATINA

A fenda labial e palatina representa uma das mais comuns malformagdes congénitas
humanas, correspondendo a 1/3 dos defeitos de nascenca. '>'*

A etiologia desta malformagao ¢ complexa, cursa com fatores genéticos e ambientais,
resultando numa falha de fusio das placas palatinas.'*'* Tal resultard num fendtipo variavel,
desde uma simples cicatriz ou fenda no ladbio at¢é a um padrao craniofacial complexo que
envolve o palato, maxila, osso zigomatico, orbita e cranio.”

A escolha do tipo de tratamento tem como objetivo a redu¢do do numero de

intervengoes cirurgicas na crianca, durante o processo de reabilitacdo."?



4.2. TRATAMENTO DOS DEFEITOS OSSEOS

4.2.1 ENXERTO OSSEO AUTOLOGO

Esta técnica de reconstrucdo ossea ¢ considerada o gold standard no tratamento de

defeitos osseos, sendo usada em 90% dos casos.>'>1% A

sua utilizacdo permite a substituicao
do tecido 6sseo danificado ou perdido por osso saudavel e ndo essencial do proprio paciente.’
Existem varios recursos para a obtencdo de osso sendo que a fonte dos enxertos determina a
sua qualidade e funcionalidade no complexo craniofacial.” As areas mais frequentes para a
colheita do osso autoldgo sdo locais extra-orais (como a crista iliaca) e locais intraorais (como
a sinfise mandibular e a tuberosidade maxilar)."” E de referir que os enxertos altamente
vascularizados tem a vantagem de uma incorporagdo rapida no osso hospedeiro, como no caso
do recurso do perénio e osso iliaco.’

A sua referéncia como terapéutica de primeira escolha deve-se ao facto de ser um
enxerto biocompativel e apresentar caracteristicas favorecedoras ao tratamento.'® Além da sua
competéncia mecanica, os enxertos autologos sao bioativos, osteocondutores, osteoindutores e
osteogénicos.™"”

Apesar das caracteristicas vantajosas apresentadas, esta abordagem apresenta diversas
desvantagens. O osso ¢ obtido de um local dador no proprio paciente. Assim, a colheita
envolvera um segundo local cirtirgico, sujeito a morbilidade e possiveis complicagdes como
hematoma, inflamacdo e reabsor¢do.'”*?" Tal processo levard a um aumento do tempo
cirargico bem como dos custos associados.>*' Além disso, a quantidade de osso obtido esta
limitada ao local dador, sendo geralmente insuficiente, o que limita a sua utilizagdo nos casos
de grandes defeitos."”'? Outra desvantagem refere-se ao facto de que ossos de diferentes
partes do organismo apresentarem propriedades biomecanicas diferentes, e ainda a falta de
adaptabilidade ao local de implantago.’

Deste modo, esta técnica, ainda que considerada o gold standard atual, apresenta um

insucesso entre 3% a 30% e algumas limitagdes para o paciente.’

4.2.2 ALOENXERTOS E XENOENXERTOS

Os aloenxertos sdo enxertos de tecido 6sseo ndo vital, obtido a partir de um individuo
e sdo transferidos para outro individuo da mesma espécie.”” Existem trés formas de 0sso

alogénico: fresco congelado, congelado-seco e osso desmineralizado congelado-seco.?



Os xenoenxertos consistem em tecido dsseo esponjoso desproteinizado que ¢ obtido
de uma espécie e é transferido para um local receptor de outra espécie.”” O seu uso deve-se
principalmente a escassez de enxertos de osso humano, sendo que, com o auxilio da
esterilizacdo e técnicas de processamento/tratamento, a utilizacdo destes enxertos pode ser
viavel. Um exemplo de xenoenxerto muito usado na Medicina Dentéria ¢ o Bio-oss®.*

Estes tipos de enxertos permitem a obtencdo de elevadas quantidades Osseas e evitam
a morbilidade associada ao segundo local cirargico, contornando assim desvantagens dos
enxertos autologos.”' Contudo, sio metodologias que englobam riscos de caracter biologico,
como a contaminagdo cruzada — risco de transmissdo de doencgas infeciosas entre dador e
receptor — ¢ de rejeicdo imunologica.”®?® A sua eficcia ¢ entdo limitada, apresentando um

insucesso entre 20% a 40%.*°
4.2.3 MATERIAIS ALOPLASTICOS

Estes materiais sdo fabricados a partir de materiais sintéticos como a hidroxiapatite,
fosfato de calcio, polimeros e metais.”?’ Alguns aspetos de arquitetura devem ser
considerados, como a existéncia de poros que permitam a migragdo celular e o crescimento
vascular, as caracteristicas de superficie ideais para a adesao e proliferagcdo celular, e ainda a
existéncia de condutores para o transporte de nutrientes celulares e a remogao de produtos do
metabolismo.’

O fabrico destes materiais sintéticos, scaffolds bioativos acelulares, pode ainda incluir
o uso de fatores de crescimento de modo a haver um recrutamento de células hospedeiras para
guiarem o processo regenerativo.’

O seu uso implica um menor risco de infe¢do e rejeigdo imune, € permite a obtencao
das forgas mecanicas, forma e tamanho desejadas. Apesar disso, a utilizacdo desta abordagem
¢ biologicamente disfuncional e apresenta outras desvantagens.” E de referir que implica
cirurgias multiplas que ainda assim poderdo resultar em nao-unido Ossea ¢ formagao de
cicatriz.*"® Além disso as propriedades osteoindutoras e osteocondutoras sio inferiores em
relagdo a outras técnicas, principalmente em grandes defeitos ou em caso de infecdo.* Estes
biomateriais também ndo proporcionam fun¢do metabodlica, remodelagcdo 0ssea e ainda existe
a possibilidade de reacio de corpo estranho.™® "’

Dadas as desvantagens, tém sido investigadas abordagens que envolvam scaffolds
celulares (com recurso a colonizagdo com células estaminais) dada a melhor integragdo no

osso hospedeiro, de forma prospetiva. O acrescento de células autdlogas ird aumentar a



osteogénese, prevenir a resposta imune, bem como apresentara outras vantagens como sera

referido no capitulo seguinte.’

4.2.4 OUTRAS TECNICAS

Os enxertos autologos, aloenxertos, xenoenxertos e materiais aloplasticos sdo as
técnicas mais frequentemente utilizadas. Contudo existem outras abordagens. O uso da
distragdo Ossea evita a morbilidade de um local dador e é de baixo custo.'” Esta técnica
consiste numa estimulacdo de formacdo de novo osso pela separagao gradual de duas
extremidades osteogénicas.'”

Outra técnica descrita ¢ a regeneracdo 6ssea guiada por membranas.’ Esta técnica
baseia-se num procedimento cirargico que utiliza membranas barreira com ou sem
enxerto/substituto 0sseo.'” A regeneragdo do osso por este método depende exclusivamente da
migracao de células pluripotentes ou células osteogénicas da periferia do defeito, sendo
muitas vezes dificil de prever a eficicia do aumento 6sseo.'” Em todo o caso, de modo a
conseguir um procedimento eficaz, quatro principios tem de ser cumpridos: manutencao de
espacgo, estabilidade do coagulo de fibrina, cicatrizagdo da ferida em primeira intengao,
exclusdo do tecido epitelial e conjuntivo.'”

No que diz respeito a fenda palatina, tal defeito levard a uma descontinuidade da
arcada superior, devido a fenda, causando ma-oclusdo, o que implicard posteriormente um
tratamento ortoddntico.'* Uma vez que a fenda envolve geralmente a regido canina superior,
segundo Boyne e Sands (1972), a erupcao do canino para a area transplantada deve ser
induzida e consequentemente obter-se-4 uma excelente forma de arcada através da realizagao
do enxerto 0sseo, antes da erupcio do canino.'* A correcio deste defeito pode ser desafiadora,
existindo diversas hipoteses que combinam a implantagdo de enxerto Osseo, a
gengivoperiosteplastia, ou a combinagao de trés terapias: labioplastia, palatoplastia e terapia
da fala.'"*'* A correcéo cirtirgica requer uma disponibilidade adequada de osso na regido da
fenda, de modo a estabelecer uma continuidade no esqueleto craniofacial, e facilitar a erupgao
dentaria."*'* Uma abordagem mais inovadora refere-se a engenharia de tecidos com células
estaminais, com obtencdo das populagdes celulares na medula 6ssea ou do musculo do
labio."* Numa pequena cirurgia aos trés meses de idade, sio retirados fragmentos do labio que
sao descartados. Este tecido inclui células estaminais que poderdo ser utilizadas numa

abordagem terapéutica com base na engenharia de tecido 6sseo."



4.3. ENGENHARIA TECIDO OSSEO

Existe uma grande variedade de abordagens de substitui¢do, reparacdo e/ou
regeneracio de tecidos e drgdos como foi referido nas sec¢des anteriores.”

Ao longo do tempo tem havido a necessidade de melhorar as estratégias regenerativas
de modo a obter um melhor tratamento dos defeitos 6sseos de tamanho critico, com um menor
numero de cirurgias, cicatriz minima e menor dor, resultando assim num melhor resultado
estético e conforto para o paciente.®

A engenharia de tecidos € um campo de investigagao multidisciplinar com o objetivo
de investigar e aplicar clinicamente a regeneragdo de orgaos e tecidos, respeitando as
propriedades fisicas e bioldgicas naturais e evitando os inconvenientes do enxerto 6sseo.”**

Esta abordagem usa vias de sinalizagao e componentes do organismo, formando uma
construgdo continua que permite a adesdo, proliferacdo e diferenciagdo celular bem como a
deposicdo de matriz extracelular.”*** Tal & possivel com o recurso a fatores de crescimento
e citocinas, bem como a scaffolds e células.”®

A aplicagdo clinica baseada em células estaminais requer tanto uma grande quantidade
de células como uma tecnologia de expansdo efetiva e protocolo de diferenciagao
reprodutivel.”” Assim, serd possivel uma reconstrucdo funcional através do transplante de um
numero adequado de células osteoprogenitoras competentes num scaffold, que responderao a
estimulos externos e biologicos locais.?®

Deste modo, a engenharia de tecidos relacionada com a regeneracdao ossea implica a
existéncia de trés conceitos basicos - scaffold, sinais moleculares (factores de crescimento) e

células — que serdo descritos de seguida.'*'**

Engenharia de tecidos

Scaffolds

V.
y A !: N
& / \
K/ O\

Células estaminais {b ./ Biomoléculas

Fig. 1 — Um triangulo equilatero que ilustra os trés componentes importantes na engenharia de tecidos
¢ a interagdo continua entre as células, scaffolds e moléculas bioativas ou fatores crescimento.
(Adaptado de Sdndor, GKB. 2012)*



4.3.1 SCAFFOLD

Os scaffolds sao biomateriais que podem ser usados isoladamente na reparagao de
defeitos dsseos. Contudo, por si s6, um biomaterial ndo ¢ suficiente na reparacdo de grandes
defeitos 6sseos sendo por isso importante a combinacdo com a terapia celular. *

O requisito fundamental ¢ cumprir as propriedades funcionais e estéticas através de
uma correta forma anatomica, capacidade de integracdo com o o0sso hospedeiro e tecidos
moles adjacentes, e ainda possibilitar a nutri¢do vascular.’ Assim, torna-se vantajosa a
existéncia de um scaffold biomimético, com propriedades mecanicas e composi¢ao
semelhantes ao osso natural.*

O scaffold desempenha diversas fungdes. Este € responsavel pelo suporte para a
adesdo celular, cria espaco para a proliferagdo e diferenciagao celular e guia o crescimento do
tecido circundante.’’”? Estes biomateriais devem permitir a aposicio Ossea, guiar a
regeneragdo, manter o volume adequado, suportar o stress externo e ainda distribuir as
biomoléculas, facilitando o processo regenerativo. >>2'~*

As caracteristicas ideais para um scaffold ser usado na engenharia do tecido 6sseo
cursam com a porosidade, resisténcia mecanica, biocompatibilidade, biodegradacao,
injetabilidade, modulagdo, osteocondutividade, osteoindugdo e capacidade de formar vasos
sanguineos. 19.31.34

A porosidade numa estrutura 3D deve estabelecer-se com poros de pelo menos 100um
de didmetro, podendo estes ser de 200 a 350um, em casos de tecido 6sseo em crescimento.
Assim, estas condigdes conciliadas com a existéncia de ligagdo entre poros (poros
interconectados) permite a eficaz difusdo de nutrientes e oxigénio para a sobrevivéncia
celular.®*'** Contudo, a porosidade traz algumas desvantagens como a reducio das
propriedades mecanicas com o aumento do tamanho dos poros. E assim justificavel a
complexidade do fabrico de um scaffold ideal ja que a obtencao das caracteristicas idealizadas
traz vantagens e limitagdes ao processo regenerativo.’*

Relativamente a resisténcia mecanica, € essencial obter um scaffold com propriedades
mecanicas coincidentes com a do osso hospedeiro, tornando-o assim biocompativel, ou seja,
capaz de suportar a atividade celular normal sem que haja quaisquer efeitos toxicos locais ou

sistémicos.>*

Quanto a biodegradagdo, um biomaterial a ser usado deve ter a capacidade de
se degradar in vivo através de uma reabsor¢ao, que esteja em sintonia com o crescimento do

novo tecido. Esta degradagdo, no caso da aplicagdo craniofacial, ocorre num periodo de 3 a 6



meses, ¢ deve acontecer numa razao semelhante a da incorporagao, proliferacdo e migragao
celular, para formacio do novo tecido.>'*!

A injetabilidade de um biomaterial apresenta diversas vantagens. Esta caracteristica
proporciona uma melhor performance no envolvimento da regido dos defeitos craniofaciais e
ainda permite a incorporagao de varios fatores de crescimento e células, evitando uma
“cirurgia aberta” para o procedimento cirrgico propriamente dito.® Deste modo, o tempo de
cirurgia ¢ diminuido e esta torna-se menos traumética, e com melhor recuperagio®’ Contudo,
além das vantagens de tempo, dano e custo reduzido, segundo Drury e Mooney (2003), esta
caracteristica ndo proporciona for¢ca mecanica suficiente para que o biomaterial seja usado em
0ss0 sujeito a cargas biomecanicas efetivas.”® Em todo o caso, um biomaterial deve ser ainda
moldavel para se adaptar aos contornos do defeito dsseo."”

No que diz respeito a osteocondutividade, um scaffold deve ser osteocondutor de
modo a permitir a adesdo e proliferagdo celular, resultando na formag¢ao de uma matriz
extracelular.®® A osteoindugdo, por sua vez, faz com que haja uma indugdo da formagdo de
novo osso através de sinais biomoleculares e recrutamento de células osteoprogrenitoras.*

A caracteristica ideal referente a capacidade de formar novos vasos sanguineos
permite a distribuicio de nutrientes e oxigénio, essenciais a regeneracio Ossea.’! A
angiogénese ¢ um processo que visa a formagdo de novos vasos a partir dos vasos ja
existentes, respondendo ao aumento da massa tecidular com expansdao da componente
vascular.” E de atender que este processo pode ser fisiologico ou patologico.®® O primeiro
ocorre na cicatrizagdo de feridas, regeneragdo de um 6rgao, enquanto que o segundo tipo ¢
desencadeado no crescimento de metastases de tumores ou patologias como osteoporose,
artrite reumatoide, aterosclerose, entre outras.”> A angiogénese deve ser conciliada com a
porosidade uma vez que o tamanho dos poros influencia o crescimento vascular e a difusdo do
oxigénio existente.”* Apesar da porosidade elevada melhorar a oxigenacdo e vascularizacio, a
existéncia de poros grandes influencia negativamente a resisténcia mecanica.”'

O scaffold deve entdo ter todas as caracteristicas para tornar possivel a existéncia de
um microambiente favoravel para a deposi¢ao de matriz extracelular, que permita a definigao
de uma geometria 3D da regeneragao 6ssea, proporcionando composi¢do quimica e estrutura
fisica biologicamente funcionais.’

No que diz respeito aos tipos de scaffold, existem diversas composi¢des. Geralmente

estes sdo divididos em metélicos, ceramicos, poliméricos € compositos como sera descrito de

seguida.



4.3.1.1- SCAFFOLDS METALICOS

Os scaffolds metalicos foram primeiramente aplicados por Greenfield em 1909 sob a
forma de rede metalica de modo a criar uma raiz dentdria artificial que fixasse o 0sso em
crescimento.’® Posteriormente, em 1971, Galante desenvolveu fibras metalicas monoporo
para uso clinico.*®

Estes materiais, predominantemente constituidos por titadnio, tdntalo e aco inoxidavel,
tém elevada forca compressiva e excelente resisténcia a fadiga.’**® Contudo, sio materiais
com diversas desvantagens que os tornam menos favordveis ao uso como scaffold para a
engenharia de tecido 6sseo. O facto de serem metalicos faz com que haja libertacao de ides ou
particulas toxicas devido ao processo de corrosdo, podendo causar inflamagdo ou alergias.”
Tal contribui para a auséncia de duas caracteristicas ideais referidas: biocompatibilidade e
biodegradagdo.***°

Além disso, os scaffolds metalicos ndo permitem a incorporacao de biomoléculas e
apresentam um modulo de elasticidade diferente do osso natural, o que se traduzira numa
reduzida estimulacdo do crescimento de novo 0sso.***¢
Apesar das boas propriedades mecanicas, o uso de scaffolds metalicos compromete a

eficaz abordagem regenerativa na engenharia de tecido 6sseo, que implica um microambiente

favoravel com biomoléculas e células.

4.3.1.2 —ScarFoLDS CERAMICOS

Os biomateriais ceramicos podem ser distinguidos em dois grandes grupos: bioinertes
e bioativos.”® O ultimo grupo pode ainda ser dividido em materiais reabsorviveis e nio
reabsorviveis.’® Estes apresentam excelente biocompatibilidade, bioatividade, bem como
propriedades quimicas semelhantes aos componentes do osso mineral, sendo por isso muito
usados.®® As desvantagens deste tipo de scaffolds relacionam-se com as propriedades
mecénicas em termos de fadiga e fratura.*®

Como exemplos deste tipo de biomaterial existem os biovidros, a hidroxiapatite € os
materiais a base de fosfato de calcio.**** Os biovidros tiveram a sua origem numa composi¢ao
apresentada por Hench em 1969.°° Este biovidro apresenta diversas vantagens como a
capacidade de mimetizar a componente mineral do tecido 6sseo, de facilitar a ligagdo e
fungdo celular, e de se ligar ao osso, formando uma interface funcional***** Além disso, o

biovidro ¢ um material bioativo com excelente osteocondutividade e ratio de degradagao



controlada. ***’*° As desvantagens deste biomaterial cursam com as reduzidas propriedades
mecénicas, nomeadamente baixa forca e tenacidade.’® Relativamente a hidroxiapatite, a sua
forga mecanica, capacidade de unido ao osso ¢ a semelhanca com os minerais 0sseos sao
vantagens ao seu uso como scaffold.>'' Contudo, é um material pré-formado, sendo por isso
incapaz de se adaptar na cavidade dssea resultante do defeito, e apresenta ainda um processo
de reabsorc¢do muito lento.’

Dos exemplos de scaffolds referidos, os que sao baseados em cimento de fosfato de
calcio (CPC) sao dos mais utilizados nas aplicagdes craniofaciais. O fosfato de calcio, por si
s0, foi usado primeiramente por Albee e Morrinson em 1920, sob a forma de fosfato
tricalcico.’® O CPC consiste numa mistura de fosfato tricalcico e fosfato dicalcico anidroso,
que surgiu em 1986, por Brown e Chow, tendo tido a aprovacdo da FDA para
comercializacdo, cerca de 10 anos depois.****" Este tipo de scaffold cerdmico é injetavel,
moldavel, biocompativel, osteocondutor, biodegradavel e bioativo.”’***® Apesar da elevada
fragilidade mecanica, limitagdo ao seu uso, as caracteristicas referidas fazem com que o CPC
se torne um biomaterial bastante proximo do descrito como ideal.” O CPC pode ainda ser
reforgado com a adi¢dao de varios elementos e agentes biofuncionais.” A combinagdo com o
colagénio melhora as propriedades mecanicas e aumenta a adesao celular, diferenciacdo e
expressdo de marcadores osteogénicos como Runx-2 e fosfatase alcalina.” Outro elemento
que também pode reforcar a composicio do CPC é o quitosano.” Outros exemplos sdo os
agentes biofuncionais como RGD, fibronectina, FEPP (proteina tipo fibroblasto modificado),
Geltrex (forma soluvel de matriz da membrana basal, usado como matriz extracelular 3D) e
concentrado de plaquetas.''?® Estes contribuem para a melhoria das propriedades
biologicas.''2°

4.3.1.3 —SC4FFoOLDS POLIMERICOS

Os materiais poliméricos podem ser divididos, de acordo com a sua origem, em
materiais: naturais e sintéticos.”**® Entre os polimeros naturais, os mais usados sdo o
colagénio, alginato, 4cido hialurdnico e quitosano.**°

O alginato ¢ um heteropolissacarideo natural isolado a partir de algas marinhas
castanhas.”” E um polimero natural biocompativel, biodegradavel, soluvel em 4gua e com um
comportamento de gelificacio suave a temperatura ambiente.*'>*® Além disto, o alginato
apresenta baixo custo e baixa imunogenicidade.®

Relativamente ao colagénio, ¢ sabido que ¢ o principal componente organico do tecido

6sse0.’® E também biocompativel, biodegradivel ¢ tem a capacidade de estimular a



proliferacdo e diferenciacio de células.’® Este biomaterial ¢ geralmente usado como base,
sendo posteriormente adicionados polimeros e biomoléculas de forma a melhorar a
osteoindugio.*

O 4cido hialurénico € um polimero hidrofilico, ndo imunogénico, que pode ser
encontrado no citoplasma de células osteoprogenitoras ¢ tem sido demonstrado o seu
potencial como material para scaffold em aplicacdes regenerativas do tecido 6sseo.’® Tem
sido usado em combinacdo com outros materiais ou fatores para aumento do potencial
osteogénico.

Outro polimero usado ¢ o quitosano, sendo este biodegradavel, biocompativel,
antibacteriano e com propriedades de bioadesio.’® As propriedades osteogénicas podem ser
modificadas através da adicdo de outros polimeros, células ou fatores indutores 6sseos.™

Existem outros polimeros naturais disponiveis como o hidrogel peptideo e a seda, que
também apresentam biocompatibilidade e biodegradabilidade, ¢ o caso da fibroina de seda
que apresenta boas propriedades mecanicas.’**®

No que diz respeito a polimeros sintéticos existem, globalmente, os poliésteres e os
co-polimeros.*

Os poliésteres alifaticos como o acido poliglicélico (PGA), acido polilatico (PLA) e
policaprolactona (PCL) sdo os mais usados na engenharia de tecidos.***® Os seus produtos de
degradacao estdo presentes no corpo humano e por isso podem ser eliminados por vias
metabolicas naturais.’* Estes sdo geralmente usados em combina¢io com outros elementos
como a hidroxiapatite (HA) que permitirdo uma melhoria das propriedades mecanicas e
biologicas dos scaffolds.*®

Os co-polimeros, por sua vez, sdo atrativos pelo facto de apresentarem propriedades
fisico-quimicas altamente controlaveis.”® A gelificacdo, densidade, propriedades mecanicas e
biodegracao podem ser controladas através da regulagao do peso molecular, das estruturas e
das ligacdes degradaveis.”® Como exemplo deste tipo de polimeros sintéticos referencia-se o
co-polimero tribloco mPEG-PCL-mPEG, que cont¢ém PCL, material aprovado pela FDA, que
apresenta facil aplicacao clinica e biodegradacao, e ainda mPEG que permite uma melhoria
do 4angulo de contacto ¢ da hidrofobia (desfavoraveis no PCL).*' Outro exemplo é o
biocomposto formado pelo tribloco referido anteriormente com adi¢do da hidroxiapatite que
ira tornar o co-polimero mais hidrofilico.”’ Este biocomposto tera maior porosidade, maior
resisténcia mecanica, permitird maior proliferacdo celular e terd ainda melhores propriedades

osteocondutoras e osteoindutoras devido 4 presenca da componente cerdmica.’’



4.3.1.4 - ScarroLbs COMPOSITOS

Os scaffolds compositos sdo fabricados pela combinacdo de dois ou mais materiais
diferentes, como ceramicas e polimeros, tirando proveito das vantagens de ambos materiais, €
assim visando obter uma sinergia nas propriedades finais.>**® Por exemplo, considera-se a
combinagcdo de uma ceramica a base de fosfato de célcio para melhorar a integridade
mecénica e com um material polimérico, para a inducio da bioatividade. **

Smith e colaboradores, em 1963 desenvolveram Cerosium®, que consiste num
scaffold composito cerdmico-plastico para uso em proteses mandibulares.® E constituido por
uma mistura de alumina, silica, carbonato de célcio e carbonato de magnésio, apresentando
forca e elasticidade semelhante ao 0ss0.*°

Assim, existem varios tipos de combinagdes possiveis e viaveis.

Os scaffolds compoésitos metdlico/polimero apresentam propriedades fisicas e
quimicas com papel crucial na osteointegracio.’® Estes podem ser implantes metalicos com
revestimento de poliéster ou implantes de biodegradagdo parcial como o desenvolvido por
Laagoa et al.*® Este era constituido por titanio, 4cido polilatico, hidroxiapatite ¢ carbonato de
célcio, conseguindo-se obter estabilidade mecénica e biocompatibilidade.

Também serd possivel a combinacdo de scaffolds metalicos com ceramica, cujas
caracteristicas de adesdo, propriedades mecanicas e bioatividade sio favoraveis.’® Outra
possibilidade ¢ a combinacio de polimeros e cerdmicas.’® Kaplan e colaboradores
combinaram o fosfato de calcio com poliésteres para a producio de um scaffold.”® Neste tipo
de scaffold composito, varios estudos in vitro demonstraram a viabilidade e proliferagao

celular, bem como a capacidade de promover a diferenciac¢io osteogénica.*®



4.3.2 BIOMODULADORES

As citocinas funcionam como agentes biomoduladores da funcao celular, e constituem
outro componente essencial na engenharia de tecidos para a regeneracdo Ossea,
compreendendo biomoléculas ou fatores de crescimento integrados no scaffold.”’ Este
componente controla e promove a osteogénese, a regeneragao do tecido dsseo e a formagao de
matriz extracelular, através do recrutamento e diferenciagdo de células osteoprogenitoras, na
linhagem especifica.”® Além disso, tém como fungdes aumentar a proliferacio celular, o
homing de células mesenquimais em circulagdo, a diferenciagdo das células em osteoblastos,
entre outras atividades biolégicas. '*

Como exemplos de fatores existem o NELL-1, TGF-B, BMP, IGF, FGF, VEGF entre
outros.”*

O fator de crescimento NELL-1 apresenta propriedades vasculogénicas, pro-
angiogénicas e de osteoinducdo.'® A sua utiliza¢do inibe a adipogénese e torna a resposta
osteogénica mais especifica.'®*® Além de promover a expressdo de BMPs, que favorecem a
regeneragdo Ossea, o uso do fator NELL-1 assegura uma proliferagdo apropriada e um
microambiente osteoindutor.*” A sua presenca contribui também para uma sobre-regulacio da
expressao dos genes Runx2 e Ocn.*

As proteinas Osseas morfogenéticas (BMPs) sdao um grupo de glicoproteinas
reguladoras, membros da familia do TGF-B, que estimulam a diferenciagdo de células
estaminais mesenquimais em osteoblastos e condroblastos.* O nome BMP foi dado em 1965
por Urist e colaboradores.' O genoma humano codifica varias BMPs, estando essas divididas
em grupos: o primeiro grupo, com as BMP-2 ¢ BMP-4; o segundo com BMP-3 ¢ BMP-3B, o
terceiro com BMP-5, BMP-6, BMP-7 ¢ BMP-8 ¢ por tltimo, a subfamilia que inclui GDF-5,
GDF-6 ¢ GDF-7.*' A funcdo das BMPs ¢ a regulacio das atividades mesenquimais e
osteoblasticas, como a adesdo celular, diferenciacdo, atividade da fosfatase alcalina,
mineralizagdo e quimiotaxia.’' Relativamente & proteina BMP-2, esta apresenta um efeito
poderoso no desenvolvimento e regeneragdo 6ssea.* Este fator induz uma elevada densidade
ossea, sendo o principal fator osteoindutor aprovado pela FDA.'** Ainda assim, o uso desta
proteina acarreta como efeitos indesejaveis o edema no local de implantacao, a ativacao de
osteoclastos, ocorréncia de diferenciagao adipogénica e o risco de formacdao de cisto
6sse0.”

O fator de crescimento fibroblastico (FGF) desempenha um papel crucial em

maltiplos processos: diferenciacio, proliferacio e sobrevivéncia celular.”® A familia FGF



inclui 24 membros.”> O FGF-4 ¢ o primeiro membro detectado durante o desenvolvimento
embrionario, sendo um fator autdcrino e/ou paracrino requerido em multiplos eventos
celulares na embriogénese.”’ Além disso, este fator aumenta a proliferacio de células
estaminais mesenquimais derivadas da medula éssea.” O FGF-2, FGF-5 ¢ FGF-6 sdo sobre-
regulados no inicio da formagdo do calo 6sseo e mantém os seus niveis elevados durante o
processo de cicatrizagio Ossea.*” O FGF-2, por si so, estimula a proliferacio das células
periosteais, osteoprogenitoras, condroprogenitoras, aumentando a formagio do calo.*

Outros fatores apresentam também um papel importante no processo de regeneracao
ossea. O IGF ajuda a migragdo de diferentes células d6sseas, o VEGF pode ser usado para
induzir uma rede complexa de vasos sanguineos ao longo do scaffold e os fatores IFN-y e
TNF-o induzem a apoptose das células estaminais mesenquimais derivadas da medula
ossea.”*

Neste componente da engenharia de tecidos existem ainda vias de sinalizagao como a
via do fator de crescimento derivado plaquetas (PDGF) que estd envolvida nos processos de
cicatrizagdo em varios tecidos, incluindo o osso.*? Os ligandos e receptores desta via sdo
expressos nos osteoblastos e células estaminais mesenquimais.* Outra via de sinalizagdo ¢é a
via Notch, que regula o desenvolvimento do esqueleto, aumentando a diferenciacdo de células
osteoprogenitoras e a massa de osso trabecular.*? Na cicatriza¢io de uma fratura, a sinaliza¢io

Wt também contribui significativamente para o processo.*

Células estaminais mesenquimais  Células osteoprogenitoras Pré-osteoblastos Osteoblastos
| Wnts |
| BMPs |
| FGFs |
| PDGF |
| TGF-§ |
| IGFs |

Fig.2 Diferenciacdo de células osteoprogenitoras ¢ o papel dos fatores de crescimento durante a
progressdo temporal. (Adaptado de Polo-Corrales, L. 2014) *



4.3.3 CELULAS

Na engenharia de tecido dsseo, as células tém a funcdo de se diferenciarem em
osteoblastos que, por sua vez, produzirdo a matriz extracelular e irdo secretar as proteinas
especificas do o0sso.* As células estaminais podem ser guiadas para a diferenciacio
osteogénica e distribuidas via scaffold, tendo estas demonstrado imenso potencial para a
regeneracao ossea.’ "2

As células estaminais sdo um tipo especial de células, pois, possuem a capacidade de
se autorregenerarem ¢ de se diferenciarem em diferentes tipos de cé€lulas de varios tecidos e
assim regenera-los.”’

Estas células indiferenciadas podem ser classificadas em: totipotentes, pluripotentes,
multipotentes, e unipotentes.®> As células totipotentes tem capacidade de se diferenciarem nos
216 tipos de tecidos do corpo humano, incluindo a placenta e anexos embrionarios.” No caso
das células pluripotentes e multipotentes, a diferenciacdo em células de tecidos
extraembrionarios ndo ¢é possivel.”> As células unipotentes sio aquelas em que a diferenciacio
s0 ¢ possivel para um tnico tipo de tecido.” As células destes dois tltimos tipos descritos sdo
considerados células somaticas e podem ser classificadas em hematopoiéticas, queratindcitas,
adipocitas e mesenquimais.

No ambito da medicina regenerativa, existem dois grandes tipos de recursos celulares

usados: células estaminais embrionérias e células estaminais adultas.’
4.3.3.1 — CELULAS ESTAMINAIS EMBRIONARIAS

As células estaminais embrionarias (ESC) sdo cé€lulas pluripotentes que podem ser
isoladas da massa interna do embrido pré-implantado durante o estado de blastocisto, € assim
constituem um recurso celular alogénico na engenharia de tecidos "> Este tipo de células
expressa niveis elevados de antigénios de superficie caracteristicos de células estaminais
mesenquimais: CD44, CD49a, CD73 e CDI105.*® Um exemplo de células estaminais
embrionarias, sao as células do gérmen embrionario que derivam da crista gonodal do feto
com 5-10 semanas, sendo estas que dardo posteriormente origem aos Ovulos € esperma no
adulto.”

As células tipo osteoblastos pretendidas na engenharia do tecido dsseo surgirdo
através da indugdo osteogénica de células estaminais mesenquimais, derivadas de células

estaminais embrionarias.”® Esta inducdo osteogénica podera ocorrer pela diferenciacio



osteogénica direta de corpos embridides num meio osteogénico durante vinte e cinco dias, ou
apos a co-cultura de corpos embridides com células Osseas primarias, catorze dias antes do
transplante para implantacdo subcutinea.”®

Uma das principais caracteristicas das células estaminais embrionarias € a capacidade
elevada de proliferagdo em estado indiferenciado, isto €, estas células conseguem-se
autorrenovar.**?® Além disso, este tipo de recurso celular ¢ acessivel, evita um segundo local
cirargico e as células sdo relativamente homogéneas.””®

Contudo, o uso destas células acarreta diversos problemas éticos relacionados com a
necessidade de destruir um embrido humano para o isolamento das mesmas, € com
instabilidade gendémica, risco de tumorogénese e rejei¢do imune associadas.””'® Além disso
existe uma grande dificuldade em controlar a diferenciagdo destas células. Tal dificuldade
pode culminar no aparecimento de um teratoma apos a implantacdo, isto €, um tumor
constituido por tecidos somaticos diferenciados das camadas endoderme, ectoderme e
mesoderme.*'®* E assim importante referir que este tipo de células s6 pode ser utilizado apos
a diferenciagdo total num tipo celular, ndo restando quaisquer células indiferenciadas que
possam contribuir para o desenvolvimento de um teratoma.™

Deste modo, o uso destas células implicara ultrapassar dois desafios: criar técnicas que
possam remover com seguranga as populacoes celulares com risco tumorogénico, € conseguir
a reproducdo celular deste tipo de células na via osteogénica.**

Apesar das caracteristicas favoraveis e conhecimento das desvantagens das células
estaminais embrionarias, o uso destas ainda se encontra limitado devido 4 falta de
entendimento dos requisitos para a diferenciacio.* Ainda assim, as células osteogénicas
derivadas de células estaminais embriondrias humanas representam um avango significativo
do conceito celular da engenharia de tecidos.* Estas servirdo de recurso para o estudo de
patologia Osseas bem como uma fonte inesgotavel de precursores osteogénicos para a
regeneragao Ossea, desde que se resolvam os problemas de rejeicao imune do hospedeiro € os

risco de desenvolvimento tumoral.>>*



4.3.3.2 — CELULAS ESTAMINAIS MESENQUIMAIS ADULTAS

As células estaminais mesenquimais adultas foram alvo de investigagdo para a
engenharia do tecido 6sseo em 1992 por Caplan et al., que recorreram a combinagdo de MSC
com um scaffold, pela primeira vez.”

Estas células residem em varios tecidos como a polpa dentaria, ligamento periodontal,
periosteo, musculo esquelético, medula Ossea, tecido adiposo, entre outros.”*>* Além de
serem encontradas em diversos tecidos, estas células, sendo multipotentes, tem a capacidade
de se diferenciarem em varios tipos celulares como osteoblastos, condrdcitos e

adipocitos.”>*

E sabido que a maioria dos tecidos relevantes na reparagio cirtrgica sdo de origem
mesenquimal. Assim, dada a origem, multipoténcia, variedade de recursos, autorrenovagao e
capacidade de reparagao de tecidos danificados, as MSC s3o as mais usadas clinicamente na
reparacdo de tecidos.'**>%

A utilizagao destas células implica trés etapas principais: isolamento, purificagdo e
expansao in vitro sendo esta ultima essencial para a obtengdo de um numero adequado de

células de elevada qualidade.’

Suspensio de células individuais:
Aspiragdo medula dssea
Biopsia 6ssea ou desperdicio cirtrgico (lavagem)
Digestdo enzimatica de tecidos

FACS /
Explantes

~ 3 (fragmentos Osseos,

| células periosteais)
-~ v ll

Cultura direta

A
k4

Ensaios
(Superficie celular, eficiéncia formagio coldnias, multipoténcia in vivo)

Fig.3. Métodos de isolamento e caracterizacdo de potenciais recursos celulares
para regeneragdo Ossea. (Adaptado de Robey,PG.2011)*



Relativamente as suas caracteristicas, as MSC adultas sdo células heterogéneas, isto &,
apenas uma pequena por¢ao das células sao consideradas células estaminais com potencial de
diferenciacdo osteogénica, aderentes, alongadas e com capacidade de auto-renovagdo.’*

O uso destas células tem como vantagens a eliminacao do procedimento de colheita
ossea de um segundo local, o baixo risco de transmissao de doengas e ainda a presenca de
imunorregulacdo, isto &, existe um baixo risco de rejei¢io auto-imune.'

A definicdo destas células ¢ feita através de um conjunto de critérios. Sao
consideradas células estaminais mesenquimais adultas aquelas que apresentem aderéncia a
placa de cultura em condi¢des de cultura standard, que tenham capacidade de diferenciagao
em multiplas linhagens celulares, que expressem marcadores de superficie caracteristicos
como CD73, CD90 e CD105 e ainda que nao apresentem expressao dos marcadores de
superficie hematopoiéticos CD14, CD11b, CD34, CD79a, CD45, antigénio leucocitario
humano (HLA) e complexo de histocompatibilidade major II (MHC II)."**

Para regeneragao Ossea, estas células irdo sofrer diferenciacdo osteogénica que pode
ser induzida pela cultura de células na presenca de dexametasona, insulina, indometacina e
ainda pelo uso de proteinas bioldgicas da matriz extracelular no scaffold. A diferenciacao ¢
também regulada pelo padrio espacial, rigidez e composi¢io da matriz extracelular. *°

Apesar dos critérios de definicdo de MSC e caracteristicas comuns, existem diferencas
entre as diversas MSC consoante a origem tecidular. Posteriormente serao descritos alguns

tipos de MSC de diferentes locais.

4.3.3.2.1 — CELULAS ESTAMINAIS DERIVADAS DE MEDULA OSSEA

A primeira descrigdo das cé€lulas estaminais derivadas da medula 6ssea (BMSC) foi
realizada por Friedenstein, sendo este o primeiro a isola-las pela capacidade das mesmas
aderirem a superficie das placas de cultura, ao contrario das células hematopoiéticas, que nao
apresentam tal capacidade.*'®*

As BMSC sao células estaminais mesenquimais ndo hematopoiéticas, que tém origem
na mesoderme e correspondem a 0,01% do numero total de células nucleadas da medula
ossea.' 8447 Egtas células caracterizam-se pela sua forma fusiforme, tipo fibroblasto, e pela
expressdao de marcadores de superficie como CD106, CD29, CD73, CD90, CD105 CD166,
CD44, CD13, CD49a, CD63, CD146 ¢ ainda Stro1.****® E ainda caracteristica a auséncia de

expressao de marcadores hematopoiéticos como CD34, CD45, CD14 e CD11b, e endoteliais



como CD31, CD36 e CD14.*** As BMSC s#o ainda caracterizadas pela sua multipoténcia,
autorrenovacgdo, capacidade de libertarem naturalmente o fator de crescimento endotelial
vascular, e pelo efeito imunomodulador. ***%°

Apesar das vantagens apresentadas, o uso de BMSC apresenta algumas desvantagens.
A colheita das células ¢ feita por aspiragdo a partir da crista iliaca de modo a isolar as células
do estroma da medula 6ssea.”>***® Tal procedimento invasivo apresenta alguma dificuldade,
dor e possiveis complicagdes associadas.*>'*'® Além disso, o rendimento celular final de uma
aspiracdo de medula dssea ¢ reduzido sendo de extrema importancia a expansao in vitro, o
que limita o uso destas células em situacdes de emergéncia.'®**’ Outra desvantagem cursa
com a multipoténcia destas células. Ainda que multipotentes, a capacidade destas células
proliferarem e se diferenciarem em varios tipos celulares diminui com a idade, bem como

pela presenca de patologias associadas.>'***

Na engenharia do tecido 6sseo, as BMSC, apo6s colheita, sdao isoladas, expandidas in
vitro e combinadas com scaffolds para a reparacio dos defeitos 6sseos.’® A colheita tem
diversos métodos possiveis: aspiracdo a partir da crista iliaca, biopsias, colheita através de
desperdicios cirargicos, tratamento enzimatico, explante de cultura e através do sangue
periférico.* A aspiracdo a partir da medula 6ssea ¢ um método menos invasivo que as
biopsias, mas muitas vezes implica a contaminagdo pelo sangue periférico, quando ocorre
aspiracdo de grandes vasos.! O método mais invasivo é o da biopsia em que ap6s a colheita do
material, tal como o recurso dos desperdicios cirurgicos, sdo feitas lavagens repetidas que
libertam grande namero de células.* O tratamento enzimatico é realizado para obtencdo de
células de osso trabeculado de maior maturagio.* O explante de cultura ¢ feito a partir de
fragmentos Osseos, com ou sem pré-tratamento com colagenase € o recurso ao sangue
periférico baseia-se na existéncia de progenitores osteogénicos no sangue, mas tal ¢ raro nos
humanos.® Quanto ao isolamento pode ser feito por varias técnicas: separacdo de células
ativadas por fluorescéncia (FACS), separacdo de células ativadas magneticamente (MACS),
centrifugacdo com gradiente e ainda podem ser isoladas através da adesdo seletiva.®

O seu sucesso na aplicagdo clinica ¢ conhecido, desde 1950, no tratamento de
leucemias, e desde entdo tem sido cada vez mais estudadas novas aplicacdes.”® Uma vez que
sdo as células estaminais mais conhecidas e melhor caracterizadas, estas sdo um recurso
autolégo, o principal recurso celular na engenharia do tecido 6sseo, sendo consideradas o gold

5,9,38
standard. >



4.3.3.2.2 — CELULAS ESTAMINAIS DERIVADAS DE TECIDO ADIPOSO

As células estaminais derivadas do tecido adiposo (ASC) sdo obtidas por
lipoaspiracdo, procedimento que envolve a digestdo do tecido adiposo pela colagenase, e a
centrifugacdo subsequente das células obtidas (do estroma vascular) que contem diversas
populacdes celulares distintas (incluindo as células estaminais do tecido adiposo).'** A
colheita ¢ um procedimento simples, facil, repetivel, sem desconforto ou complicacdes,
existindo ainda um elevado rendimento final.'"®* O isolamento das células pode ser feito com
base no perfil de expressao de marcadores antigénicos de superficie usando FACS ou
MACS.* O numero de células disponiveis diminui com a idade bem como a producio de
citocinas pro-angiogénicas.”**® Contudo, é possivel manter as células in vitro por longos
periodos, mas tal acarreta um risco acrescido de contaminacdo.'® Quanto ao potencial
osteogénico, este parece ndo apresentar qualquer alteracdo com o aumento da idade.'®

Estando categorizadas nas células estaminais mesenquimais, as ASC apresentam
caracter de adesdao a superficie das placas de cultura e a capacidade de diferenciacdo em
adipocitos, condrocitos, midcitos e osteoblastos.””**>' As células estaminais adipdcitas
expressam marcadores CD36, CD34 e nao expressam os marcadores de superficie CD106,
CD45, CD235a e CD31.%

O uso destas células podera ser autdlogo, mas limitado em situagdes de emergéncia,
pois € necessaria a expansao in vitro para a obtencdo de um numero de células suficientes
para utilizacdo clinica.'®*

Historicamente, as células estaminais derivadas do tecido adiposo foram isoladas de
ratos por Rodbell em 1960 e mais tarde, em 2001, Zuk et al. isolaram-nas a partir de gordura

humana.*®



4.3.3.2.3 — CELULAS ESTAMINAIS DOS TECIDOS DENTARIOS

Relativamente as células estaminais derivadas dos tecidos dentarios, estas tém a
capacidade de formar dentina, cemento e ligamento periodontal. Contudo, o tamanho e forma
dos cristais dos minerais bem como a organizacdo mineral da matriz e as propriedades
mecanicas sdo muito diferentes no osso, dentina ¢ cemento, encontrados no tecido 0sseo e
estruturas dentarias. Ainda assim estas células obtidas a partir de tecidos dentarios tém sido
consideradas um potencial recurso na engenharia de tecido 6ssea. >

Diversos tecidos dentarios sdo usados para a obtengao de células estaminais desde a

polpa dentaria até a gengiva.

As células estaminais derivadas da polpa dentdria (DPSC) sdao células multipotentes
com a mesma origem embrionaria que o osso craniofacial.®® Estas apresentam um potencial
de colonizagao e de proliferagcdo superior as células derivadas da medula 6ssea, € o potencial
osteogénico pode ser aumentado através da adicdo de carga mecanica e fatores
osteogénicos.**® Ainda que com caracteristicas de proliferacdo superiores as BMSC, as
células derivadas da polpa dentaria apresentam expressao génica semelhante as BMSC, em
4000 genes humanos.” Estas células também apresentam expressdo de marcadores 6sseos
como a sialoproteina 0ssea, fosfatase alcalina, osteocalcina, osteonectina e colagénio tipo I e
II, mas nao expressam sialofosfoproteina dentinaria que ¢ uma proteina precursora especifica
dos odontoblastos. * Ainda assim, ndo existe nestas células capacidade osteoindutora mas
também nio sio detetados sinais de senescéncia, com a cultura por longos periodos.*

A obtengdo destas células pode ocorrer no momento da extracdo dentaria e posterior
armazenamento para uso futuro.” Quanto ao isolamento, este ¢ efectuado com tratamento
enzimatico de tecidos pulpares humanos, havendo forma¢do de unidades formadoras de
coldnias (CFU), sendo o valor de CFU formadas superior ao das BMSCs.”

Apesar de serem células menos estudas, as DPSC, em condi¢des favoraveis, sao
capazes de produzir depositos minerais. A sua aplicagdo em estratégias de regeneracdo Ossea
parece resultar na formagdo de um osso mais compacto € poroso, que com o uso de

BMSC 5,25,38

Atendendo ao ligamento periodontal, existe a possibilidade de obter, a partir deste

tecido, células estaminais multipotentes.” Este ¢ um recurso acessivel no ambiente oral e



também disponivel em amostras de tecidos descartados.'> As células estaminais derivadas do
ligamento periodontal (PDLSC) expressam marcadores de MSC como Strol e CD44, e tém a
capacidade de diferenciacdo em células semelhantes a cementoblastos, osteoblastos,
adipocitos, condrocitos e fibroblastos, in vitro e in vivo.** Comparando com as BMSC, estas

células apresentam um crescimento mais rapido e uma melhor capacidade coloniza¢io.”

Outro tipo de recurso muito acessivel sdo os dentes deciduos exfoliados que
providenciam células estaminais suficientes para a aplicacdo clinica na regeneragio ossea.”’ A
coroa de um dente deciduo exfoliado contém polpa viva remanescente que por sua vez
contém células estaminais.”’ As células estaminais derivadas dos dentes deciduos exfoliados
(SHED) sao uma populagao heterogénea com morfologia fibroblastica que tem capacidade de
reconstruir osso trabecular e inibir a atividade osteoclastica.”>*’ Estas células estaminais que
existem nos remanescentes pulpares sdao multipotentes e capazes de formar colonias
aderentes. Dada a caracteristica osteoindutora, os seus clones parecem induzir a formagao
Ossea através da organizacdo de uma matriz responsavel pelo recrutamento de células
osteogénicas.”> Relativamente & expressdo, tal como as MSC, as SHED expressam
marcadores tipicos como Stro-1 e CDI146 e igualmente as DPSC, ndo expressam
sialofosfoproteina dentinaria.”> Outra caracteristica destas células é a elevada capacidade de
proliferagdo, sendo esta superior que a das DPSC e BMSC. Verifica-se também uma atividade
imunomoduladora, de forma superiores a das populagdes de células estaminais derivadas da

medula 6ssea.?>*

Outros tecidos possiveis para recurso celular sao a gengiva, papila apical e o foliculo
dentario. A gengiva ¢ um meio muito acessivel no ambiente oral e a partir de desperdicios
biologicos, contendo células estaminais com capacidade de diferenciacio in vivo e in vitro."

As células estaminais derivadas da papila apical (SCAP) podem ser obtidas a partir
deste tecido, localizado nos tecidos moldes a volta do apice radicular dos dentes permanentes
em desenvolvimento, sendo estas células precursoras da polpa radicular.”’ Estas células tem
capacidade de se diferenciarem em cé¢lulas de diversas linhagens celulares (osteogénica,
odontogénica, adipogénica e neurogénica) e tem também capacidade de se diferenciarem em

complexos pulpo-dentinarios com vascularizagdo funcional.”

As SCAP representam uma
populacdo em estado precoce de diferenciago.”
O foliculo dentéario corresponde a uma estrutura ectomesenquimal que envolve o

esmalte e a papila dentaria do gérmen do dente em desenvolvimento, antes da erupc¢do.”



Relativamente as células precursoras do foliculo dentério, estas formam um niimero baixo de
colonias com morfologia tipica fibroblastica.” As células apresentam multipoténcia e elevada
heterogeneidade.”” Estas células foram usadas na regeneracio ossea de defeitos Osseos
cranianos de tamanho critico em ratos e, quando transplantadas, promoveram a diferenciagao

bssea.?

4.3.3.2.4 — CELULAS ESTAMINAIS PERIVASCULARES

As células estaminais mesenquimais perivasculares sdo encontradas nos tecidos
vascularizados e exibem uma identidade definida de CD146+, NG2+, PDGF-Rp, CD34-,
CD45-, CD31- e CD56 -."®°** Estas células exibem também uma potencia definida no que
diz respeito a duplicacdo da populacao celular, condrogénese, miogénese e adipogénese in
vivo, bem como osteogénese estimulada por BMP-2, in vivo. *°

Dada a localizagao variada de tecidos vascularizados, estas células sdo abundantes no
organismo, sendo facil a sua colheita.'® Ainda assim, o recurso preferencial é o tecido adiposo
devido a sua localizacdo superficial e abundéncia.'®? Através de um procedimento de
lipoaspiracdo estima-se que menos de 200mL de colheita sejam suficientes para a aplicagao
clinica de células perivasculares, uma vez que este volume, estima-se que renda cerca de 31
milhdes de células, ndo havendo diferencas de rendimento com a idade.”? Contudo, existe
uma maior prevaléncia de células estaminais perivasculares nos homens, sendo neste género
maior a diferenciacio osteogénica das mesmas.>

Morfologicamente as células estaminais perivasculares sdo semelhantes as células
estaminais mesenquimais, no que diz respeito ao crescimento, expressao de marcadores e
multipotencia.’® Relativamente as ASC, estas células secretam mais fatores pro-angiogénicos
como o fator de crescimento fibroblasto basico e o fator de crescimento endotelial vascular
(VEGF).*

As células estaminais perivasculares correspondem a 39,6% da fracdo vascular do
estroma (FEV) do tecido adiposo e podem ser divididas em dois tipos: pericitos e células
adventicias.” Os pericitos encontram-se nos capilares e microvasos, e apresentam uma
origem primitiva de MSC, partilhando fendtipo e expressio de marcadores.'* Estes
apresentam multipoténcia e secretam fatores angiogénicos como VEGF e FGF-2. Estando
associados anatomicamente as células endoteliais, os pericitos mantem as funcdes das
mesmas. Quanto ao seu potencial para a regeneragao dssea, 0s pericitos tem a capacidade de

se diferenciarem em osteoblastos dada a sua multipoténcia.'®*’ Ainda assim, Zangh X. et al,



em 2011 isolaram pericitos do pancreas para mostrar o seu potencial osteogénico.*’ Apesar do
pancreas nao estar relacionado tipicamente com a formagao Ossea, tal serviu para mostrar que,
independentemente da localizagdao do tecido vascularizado, os pericitos tem potencial para a
osteogénese.”’ Tal foi evidenciado pela expressio dos genes Runx-2, Osx-2, Ocn e pela
mineralizacdo da cultura celular estabelecida in vitro.** Relativamente as células adventicias,
estas encontram-se na tinica adventicia dos grandes vasos, tém expressao dos marcadores
tipicos de MSC e, tal como elas, apresentam multipoténcia.'®

A atratividade deste recurso celular cursa entdo pela pureza, viabilidade e abundancia
existentes. Em relagdo aos recursos de células estaminais convencionais, estas t€ém diversas
vantagens como a possibilidade de uso apoés triagem, uma vez que dispensa expansao in vitro.
Tal traduzir-se-& num menor tempo requerido e prevenira as complicagdes associadas a
expansdo.'® Outras vantagens referidas sio a pureza, abundancia e o efeito positivo na
vascularizagdo, evidenciado pela maior secrecdo de VEGF, pelo aumento significativo do
numero e tamanho de vasos sanguineos, bem como pelo facto de permitirem o tratamento de
defeitos 6sseos em condi¢des de pobre fluxo sanguineo (e.g., feridas diabéticas e defeitos

6sseos crénicos).'®

4.3.3.2.5 — CELULAS ESTAMINAIS PERINATAIS

As células perinatais sdo células derivadas do liquido amnidtico, placenta, membranas

fetais ou corddo umbilical, sendo facilmente isoladas dos tecidos extraembrionarios uma vez
~ . . 2,23 R
que sdo geralmente descartados apos o nascimento.””” Dada a sua localizacdo, este recurso
evita problemas éticos pelo que a colheita e manipulacdo sao faceis, e sem quaisquer danos
, ~ 2 . , . .

para o bebé ou para a mae.” Estas apresentam tanto propriedades de células estaminais
embriondrias como células estaminais adultas.>** Relativamente as suas caracteristicas, estas
células tem a mesma origem que o 0sso craniofacial e apresentam capacidade de proliferagao
e multidiferenciagio in vitro e in vivo.” Tal como as células estaminais embrionarias, estas
tem boa capacidade de autorrenovacgdo, mas apresentam baixa imunogenicidade e nao ha risco
de formacdo de teratomas.>* Existem vérias células estaminais perinatais de acordo com o

tecido utilizado como recurso.

O liquido amniotico ¢ um liquido protetor localizado dentro do saco fetal durante o
estado gestacional.” Anker et al. demonstraram que o liquido amniético contém células com a

morfologia fibroblastica que sdo positivas para marcadores mesenquimais CD90, CDI105,



CD73 e CD166 e negativas para marcadores hematopoiéticos, como CD45, CD34 ¢ CD14.”
Coppi et al. isolaram com sucesso, do liquido amnidtico, uma subpopulacao de células
estaminais multipotentes através da separacdo das células ativadas por fluorescéncia. * Estas
células isoladas apresentaram morfologia arredondada uma semana apo6s o isolamento,
alterando para forma fibroblasto na segunda semana.” Além disso, as células apresentavam
expressdo de alguns marcadores pluripotentes SSEA4 ¢ OCT4 e também marcadores
mesenquimais tipicos, o que traduz o facto de serem células de um estadio intermediario,
entre embrionarias e adultas.” Outras caracteristicas evidenciadas foram a capacidade elevada
de autorrenovagao e o tempo de duplicacdo de 36 horas. O interesse nestas células cursa com
a sua multipoténcia, podendo formar osso e suportar a hematopoiese.”

A membrana amnidtica ¢ uma membrana fetal intima da placenta que limita a
cavidade amniotica e também assegura o normal crescimento e desenvolvimento do feto
durante a gestacdo.” Geralmente o recurso usado ¢ proveniente de material descartado ao
nascimento ¢ podem ser isoladas dois tipos de células através da digestdo enzimatica: as
células epiteliais amnioticas e as células estaminais mesenquimais amnioticas.” As primeiras
exibem uma morfologia de epitélio arredondado e desenvolvem-se a partir da regido central
do epiblasto, criando uma camada tnica adjacente ao liquido amnidtico.” Relativamente as
células estaminais mesenquimais amnidticas estas tem morfologia fibroblastica, residem na
matriz de estroma da membrana amniodtica e sdo diferenciadas a partir de células da
mesoderme da somatopleura.’

As células derivadas do amnion, tal como as células derivadas do liquido amnidtico,
sdo consideradas intermediarias de células embriondrias e adultas, expressando marcadores
tipicos de células pluripotentes como OCT4, SOX2, SSEA4, SSEA3 bem como marcadores
tipicos de células mesenquimais.” O uso destas para a regeneracio Ossea baseia-se no seu
potencial de diferenciagdo em linhagens multiplas e na capacidade imunomoduladora.’

A membrana corionica da placenta humana ¢ uma fonte rica de células estaminais.’
Tal como as anteriores sao células com fenotipo intermédio de células mesenquimais adultas
e células embrionarias.” Ainda assim, estas células tem maior capacidade de autorrenovacio e
maior potencial de diferenciacdo que as células mesenquimais adultas. Quando usadas in vivo,
as células estaminais derivadas do cérion tem efeito terapéutico em lesdes do figado e na
osteogénese imperfeita.’

Outro recurso perinatal utilizado ¢ o cordao umbilical, que conecta o feto a placenta,
durante a gravidez.” Anatomicamente este ¢ constituido por duas artérias umbilicais ¢ uma

veia umbilical, estando estes componentes envolvidos pela mucosa conetiva de matriz



enriquecida com proteoglicano — gelatina de Wharton’s.” As células estaminais do cordio
umbilical (UCMSC) podem ser isoladas de diversas partes do cordio como a artéria
umbilical, veia umbilical, gelatina de Wharton’s ou sangue.” Estas células sdo jovens e tém o
potencial de se diferenciarem em adipocitos, osteoblastos, condrocitos, e outras linhagens
celulares”®*%*?, O procedimento de colheita ndo implica métodos invasivos, até porque o
corddo umbilical ¢ um desperdicio biologico e assim, os custos associados a utilizagdo deste
recurso sdo relativamente reduzidos. *~>** Qutras caracteristicas vantajosas destas células sdo
a boa capacidade de expansao, a elevada plasticidade e flexibilidade, imunorrejeigdo minima,

auséncia de formacdo de teratoma, sendo eliminados os problemas éticos’ 2%

. Quanto a
expressao de marcadores, as populagdes isoladas expressam os tipicos mesenquimais e ainda
alguns marcadores pluriportentes.”*® O interesse nestas células para a regeneracdo de tecido
0sseo cursa com a sua elevada poténcia, na capacidade de sintetizar uma quantidade superior
de matriz mineralizada que as BMSC, excelente viabilidade, osteodiferenciagdo, sendo estas
ultimas evidenciadas pela elevada expressao de fosfatase alcalina, Runx-2, colagénio e
OC 3330

As células perinatais sdo um recurso com vantagens tanto a nivel de multipoténcia,

plasticidade e caracteristicas imuno-privilegiadas, bem como no ambito do acesso aos tecidos

biologicos, minorando o risco de problemas éticos.”



Regeneracdo dssea craniofacial com recurso a células estaminais
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Fig.4 Esquema ilustrativo da engenharia do tecido 6sseo baseada nas células estaminais
perinatais. Geralmente as células estaminais perinatais sdo facilmente colhidas sem dano para o
bebé ou mae, e asseguram uma perspectiva mais promissora da aplicagdo extensiva da engenharia de
tecidos. Numa abordagem mais visionaria, através do controlo sofisticado das células estaminais,
scaffolds biocompativeis e sistemas de sinalizag@o, sera possivel tornar a estratégia de engenharia
tecidos baseada nas células estaminais perinatais numa reconstru¢do clinica personalizada e
funcional para defeitos 6sseos craniofaciais resultantes de malformagdes congénitas, osteomielites,
trauma e resse¢io de tumor. (Adaptado Si, JW. 2015)*
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4.3.3.3 — CELULAS DE PLURIPOTENCIA INDUZIDA

Uma alternativa as cé€lulas estaminais propriamente ditas, sdo as células de
pluripoténcia induzida, que sdo o resultado da reprogramacao de uma células somatica adulta,
transformando-a numa célula estaminal pluripotente (iPS).”* Este conceito foi introduzido por
Davis et al. quando descobriram que o gene MyoD (fator de transcricdo regulador chave
durante o desenvolvimento do musculo) pode converter fibroblastos embrionarios (MEFs) em
mioblastos através sobre-expressio ectopica.’

A reprogramagdo nuclear ¢ entdo um processo em que uma célula somatica ¢é
convertida em outra, através da troca do padrio de expressdo de genes.” Tal procedimento,
requer a combinagdo da terapia génica e celular.” As estratégias de producdo de iPS cursam
com a utilizacdo de lentivirus, adenovirus, plasmidios, transposdes e proteinas
recombinantes.” E de atender que o uso de transgenes virais pode resultar na integracio dos
mesmos no genoma somatico, sendo que, at¢ a data, o método mais seguro consiste na
reprogramagao dos fatores através do uso de proteinas recombinantes, por um periodo de
tempo definido.”” Apods a reprogramacdo resultam células pluripotentes do tipo células
estaminais embrionérias, com sobre-expressdo de quatro genes em fibroblastos humanos.’
Assume-se que os fatores responsaveis pela manutengcdo da pluripoténcia nas células
estaminais embriondrias possam induzir a pluripoténcia nas células somaticas.” Segundo
Takahashi e Yamanaka, os genes responsaveis sao Oct4, SOX2, KIf4 e C-myc, enquanto que
para James Thomson, serdo os genes Oct4, SOX2, Nanog e Lin28.’

As 1PS sdo entdo células semelhantes as células estaminais embrionarias podendo, tal
como estas, levar a formagao de teratomas, existindo também problemas éticos e sociais na

\

sua utilizagdo, bem como limitagdes bioldgicas associadas a instabilidade genomica,

2,423
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tumorogénese € rejeicao imune. semelhanga com as células estaminais embrionarias ¢

evidente na morfologia celular, proliferacao ilimitada, expressao génica, tempo de duplicagao
e capacidade de auto-renovacio.”"!!
Estas células tem capacidade de se diferenciarem em células das trés camadas
embrionérias (endoderme, ectoderme e mesoderme) e em células maduras, in vitro."
Contudo, antes da utilizacao clinica das iPS, devem ser superados dois impedimentos
existentes, relacionados com o baixo rendimento e as inser¢des genéticas de sequencias
transgénicas.” O baixo rendimento resulta do facto de as iPS evoluirem de células

diferenciadas e por a reprogramagdo ser um processo escolastico continuo.” Quanto as



insercoes genéticas, as células devem ser livres de sequéncias transgénicas que possam
resultar em alteracdes genéticas graves.’

Deste modo, as células de pluripoténcia induzida sdo uteis em varios campos da
medicina desde a descoberta de farmacos, estudo do desenvolvimento embrionario e

investigacdo de doengas monogenéticas até a medicina regenerativa, ja que esta demonstrado

o potencial osteogénico destas células em defeitos dsseos de tamanho critico.”’

Tabela I. Comparacio de diferentes tipos de células estaminais

(Adaptado de Robey, PG.,2011)*

, . . Células , . .
Células estaminais . . Células estaminais
estaminais . A e s .
adultas e . pluripoténcia induzida
embrionarias

Protocolos especificos

Massa celular

Transducgao viral, ou
plasmideos, ou pequenas

Origem consoante os diferentes mtlma'do moléculas ou mRNAs de
tecidos blastocisto .
células adultas
e e Divisao ilimitada;
Divisao moderada; Divisao ilimitada; .
. . Pluripotentes;
Podem ser autologas; Pluripotentes; -
Vantagens . . ~ Sem destrui¢ao do
Compromisso para tipos Sem alteracao .
, blastocisto;
celulares especificos; molecular; .
Autologas
Destrui¢ao do
Podem no ser capazes embrido; Integragdo viral,
; oap Diferenciagao Equivalentes a hESCs;
de gerar células . L. -
. incompleta; Memoria genética;
Desvantagens suficientes para a oo . N
terapia- Possibilidade Diferenciacao incompleta;
pia, formacao de Possibilidade formagao de
teratomas; teratomas

Alogénicas




5. CONCLUSAO

A regeneracdo Ossea ¢ essencial para a reparagao de fraturas, bem como para a
cicatrizagdo de enxertos 0sseos usados durante a reconstru¢ao de defeitos apds um trauma ou
excisdo de tumor. Com o aumento do numero de pessoas idosas, ¢ maior o numero de
intervengoes, impondo-se a necessidade de otimizar as técnicas de regeneragdo dssea.

Ao longo dos tempos foram realizados estudos com diferentes técnicas e analisadas as
vantagens e desvantagens das mesmas. O enxerto de 6sseo autologo ¢ ainda considerado o
tratamento de escolha mas esta terapéutica apresenta diversas desvantagens relacionadas com
a necessidade de intervengao num segundo local para a colheita Ossea.

Surge, entdo, a engenharia de tecidos como alternativa regeneradora. Esta técnica
implica o uso de scaffolds, células estaminais e biomoléculas. O scaffold deve cumprir
determinados critérios para ser aplicado e possibilitar o tratamento. As biomoléculas, por sua
vez, sdo essenciais para regular todos os processos envolvidos. As células t€ém sido cada vez
mais estudadas, principalmente o recurso utilizado para a sua obten¢do. Existem trés tipos
principais: embrionarias, mesenquimais adultas e de pluripoténcia induzida. Todas elas
apresentam caracteristicas que permitem a diferenciagdo osteogénica. Contudo existem
caracteristicas que vao diferenciando os diferentes tipos e permitindo a sele¢do das células a
utilizar. Aquelas que sdo consideradas gold standard, as BMSC, estao melhor caracterizadas
mas apresentam um procedimento de colheita doloroso. Dada tal desvantagem, outros
recursos vao sendo descritos de modo a facilitar a terapéutica regenerativa.

Atualmente existem ja estudos em diversos modelos animais com diversos tipos
celulares. Serdo, no entanto, necessarios mais estudos, nomeadamente na definicdo de um
protocolo ideal para as situacdes encontradas, no estudo progressao do enxerto ao longo dos

anos no que diz respeito a regulagao da proliferagao celular apds a regeneragdo dssea.
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