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Revisao sistematica sobre o uso de células-tronco
mesenquimais em terapias de perdas osseas

Systematic review of use of mesenchymal stem cells in bone loss therapies
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RESUMO

Terapias de perdas 6sseas com células-tronco mesenguimais
sugerem uma promissora perspectiva de uso em cirurgias
orais reconstrutivas. O objetivo deste estudo foi realizar
um levantamento bibliografico dos ultimos 15 anos com
trabalhos experimentais tematicos para tracar um perfil
de metodologias e resultados alcancados nesta area. Um
destacavel crescimento de publicacbes ocorreu em paises
economicamente desenvolvidos. A medula éssea se mantém
como a principal fonte tecidual de células-tronco mesenquimais
(79,31%), caracterizadas por adesdo, imunofenotipagem e
multipoténcia, capazes de promover a osteogénese /n vitro.
Embora exista pluralidade de modelos experimentais in vivo
(espécies animais) e clinicos (sftios anatémicos), ha prevaléncia
de testes pré-clinicos de terapia celular (27,03%), que indicam
boa bicompatibilidade tecidual e osteogénese aumentada
pos-enxerto. Estudos clinicos tém relatado resultados positivos
para o tratamento de defeitos periodontais, rebordo alveolar
deficiente, fenda alveolar congénita, defeitos cranianos
extensos, levantamento de seio maxilar e atrofia mandibular
pos-irradiacdo. Os biomateriais carreadores de células mais
utilizados foram bioceramicas a base de hidroxiapatita
(11,16%), seguidos por polimeros a base de coladgeno
(5,42%) ou poliacido latico (5,30%) e compositos baseados
em fosfatos de calcio (3,71%). Conclui-se que a utilizacdo
de células-tronco mesenquimais representa novos e eficazes
procedimentos terapéuticos para regeneracao 0Ossea em
Odontologia e Medicina.
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Osteogénese.
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ABSTRACT

Bone loss theraples using mesenchymal stem cells suggest a
Oromising prospect for use in oral reconstructive surgeres.
The aim of this stuay was to review the literature of the
past 15 years with experimental theme to draw a profile of
methodologres and results achieved in this area. A remarkable
growth of publications occurred in economically developed
countries. The bone marrow remains the main source of
tssue mesenchymal stem cells (79.37%), characterized by
aaherence. immunophenotyping and multpotency, which can
oromote osteogenesis in vitro. Although there is a plurality of
experimental moaels in vivo (@nimal species) and cinical stuadies
(@natomical sites) there is prevalence of precinical trials of
cell therapy (27.03%), indicating good tissue brocompatibiity
and the highest osteogenesis after gralt. Clinical stuales have
related positive results in the treatment of periodontal defects,
alveolar ridge aeficency, congenita/ alveolar clert extensive
aanial defects, maxiliary sinus hting and manaibular atrophy
after radiation. The most used blomaterals as cell carrers
were hyaroxyapatite-based bioceramics (17. 76 %) followed by
collagen- (5.42%,) or poly lactic acid- (5. 30%,) based polymers
and calcium phosphates-based composites (5.77%). We
concluaed that the use of mesenchymal stem cells reoresent
new and effective therapeutic tools for bone regeneration in
aentistry and meaicine.
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INTRODUCAO
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O tratamento de defeitos dsseos extensos advindos de
traumas ou patologias constitui um desafio para a regeneracao
tecidual, em especial para cirurgia craniomaxilofacial e ortopédica®.
Visando superar a morbidade de enxertos autégenos e as
limitacdes de enxertos aldégenos, xendgenos e aloplasticos, tém se
desenvolvido muitos estudos relacionados a terapéutica com base
nos fundamentos da Bioengenharia, utilizando células-tronco
mesenquimais (CTM) e dispositivos implantaveis para favorecer o om R R R =
0 processo regenerativo®'. Estas células possuem capacidade de = = & = " &N
autorenovacdo e diferenciacdo multipla, vistas como reservatorios
presentes no corpo humano até que, sob estimulos locais, haja
mobilizacdo e direcionamento ao reparo 6sseo’.
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Figura 1 - Distribuicdo temporal das publicacdes cientificas sobre
células-tronco mesenquimais e reparo ésseo.

Buscando tracar um perfil de metodologias utilizadas e graus Com relacdo a distribuicdo geografica, os 10 paises
de eficacia em terapia celular sequndo as publicacdes mais recentes, que produziram maior nimero de publicacdes dentro dos
0 objetivo deste estudo retrospectivo foi analisar os trabalhos parametros avaliados estdo representados na Figura 2. O Brasil
realizados com a tematica de CTM e terapia de perdas dsseas. ocupa o 19° lugar da lista geral, com 17 trabalhos (1,05% do

total), entretanto toma a lideranca na América Latina, a frente
de paises cuja taxa de publicacéo é inferior a 0,50%, como o
Chile (8 ou 0,49%) e a Argentina (1 ou 0,06%).

MATERIAL E METODOS

®Estados Unides
§China
Foi realizado um levantamento bibliografico de artigos ::,::_m
publicados em periddicos entre janeiro de 1995 e dezembro de w i
2009, através do banco de dados eletronico Pubmed (www.ncbi. ® Reeing Urede
nlm.nih.gov), utilizando como descritores " mesenchymal stem W Cordia
cell" e "bone". Em busca ndo-refinada, foi recuperado neste 'f”“?'i
periodo um expressivo nimero de referéncias bibliograficas :..1.:-::.:
internacionais na lingua inglesa (6.151). Para a padronizacdo S
de resultados, foram selecionados apenas artigos experimentais
e casos clinicos dentro da tematica de reparo 0sseo, 0 que Figura 2 - Distribuicio global das publicaces cientificas sobre
contabilizou um somatdrio final de 1.624 artigos distintos, células-tronco mesenquimais e reparo 6sseo.
classificados nas sequintes variaveis: 1) distribuicdo temporo-
espacial das publicacdes tematicas, 2) tipo de CTM de acordo Foi possivel constatar a grande prevaléncia de estudos com
com o periodo natal, 3) critério de identificacdo de CTM, 4) células-tronco mesenquimais adultas ou pés-natais (94,15%) em
fonte tecidual doadora de CTM, 5) modelo de caracterizacao comparacdo com as embriondrias ou pré-natais (7,88%).
bioldgica (/n vitro, in vivo ou clinica), 6) sitio anatémico receptor A determinacdo fenotipica das CTM ¢ dificil, pois elas
de CTM, 7) modelo animal doador e receptor de CTM, 8) tipo exibem uma morfologia fibroblastdide inespecifica. Os critérios
de biomaterial carreador de CTM e 9) tipos de defeitos dsseos associativos mais usados para a identificacdo de CTM'3, foram:
tratados com CTM. aderéncia (97,11%), imunofenotipagem (35,78%) e multipoténcia

(17,12%). Aderéncia é a fixacao de CTM aos frascos plasticos para
cultura de células em poucas horas de contato. Imunofenotipagem
é a reacdo positiva entre um anticorpo-fluorocromo e um antigeno
RESUI.TADOS de superficie especifico de CTM (CD105, CD73 ou CD90), via
citometria de fluxo ou imunoistoquimica. Multipoténcia refere-se a
capacidade da CTM, sob condicdes apropriadas, de diferenciar-se

As publicacdes cientificas tematicas no periodo de 1995 em pelo menos 3 tipos de células de mesma linhagem, que além de
a 2002 tenderam ao crescimento linear discreto, sequido por osteoblastos podem gerar adipécitos, condroblastos, fibroblastos,
aumento marcante até 2008 e um pico em 2009, com 1.624 mioblastos, odontoblastos e endotélio; sua plasticidade pode
artigos (100%) e caracterizando um comportamento polinomial ainda se estender a outras linhagens, como a transdiferenciacdo
de segunda ordem (R = 0.981) (Figura 1). em neurdnios, hepatacitos e células do pancreas.
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0 isolamento de CTM tem sido realizado nos dltimos 15
anos especialmente na medula 6ssea (79,31%). Fontes teciduais
alternativas incluem: tecido adiposo (6,65%), tecido muscular
(4,50%), sangue (2,52%) ou parede (1,54%) de corddo umbilical,
periosteo (3,02%), tecido dsseo (2,83%), tecido conjuntivo de
6rgaos (pele: 0,86%; figado: 0,49%; pulmao: 0,3 1%; mesénquima
do palato e timo: 0,25% cada; seio maxilar ou aorta: 0,12% cada;
tonsila palatina, intestino, baco, pancreas, rim ou Utero: 0,06%
cada), polpa dental de dentes permanentes (1,11%) ou deciduos
(0,49%), sangue periférico (1,48%), mérula ou blastula (1,23%),
amnio (1,17%), placenta (1,11%), ligamento periodontal
(1,05%), sindvia (0,86%) e papila dental (0,62%), dentre outras
fontes (tecido cartilaginoso: 0,25%, hematoma de fratura: 0, 18%,
tendéo: 0,06%) (Figura 3).
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Figura 3 - Fontes teciduais de células-tronco mesenquimais.

A pluralidade de modelos experimentais (espécies animais
e sitios anatomicos) doadores e receptores de CTM também se
faz presente. A origem humana é o principal alvo de estudos
(53,02%), entretanto, a prevaléncia de animais de pequeno
porte (camundongos: 13,12%, coelhos: 6,72% e ratos: 5,14%)
como os maiores transplantados com CTM (xendgenas: 16,14%,
autdgenas: 10,84% ou aldgenas: 7,64%) configura a etapa de
testes pré-clinicos em que se encontram as terapias celulares,
com poucos estudos clinicos relatados (2,28%) (Figura 4).
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Figura 4 - Modelos experimentais doadores e receptores de
células-tronco mesenquimais (CTM).

Castro-Silva I, Coutinho LAC da R, Granjeiro JM

Os sitios anatémicos experimentais (estudos /n vivo e clinicos)
ja utilizados para enxerto de CTM e estudos de reparo dsseo podem
se classificar em: sistémicos (0,95%), quando mostram alguma
patologia dssea generalizada, ectdpicos (15,59%), proprios para
testes iniciais de biocompatibilidade, ou ortotépicos (21,04%),
ideais para avaliar o comportamento osteogénico no sitio-alvo do
enxerto de CTM, como demonstrados na Figura 5.

Os estudos in vitro (97,17%) demonstraram a capacidade de
diferenciacdo dssea de CTM em condicdes apropriadas, usando meio
de cultura (a-MEM, DMEM, DMEM:HAMF12 ou a-MEM:HAMF'2)
suplementado com soro (fetal bovino ou autégeno, 10%),
dexametazona (10nM a 1uM), B-glicerosfosfato (10 uM a 10 mM)
e acido ascorbico (10 uM a 10 mM), onde a concentracdo usada dos
agentes osteoindutores é importante fator na modulacdo tempo-
resposta. A confirmacéo funcional do processo de diferenciacdo de
CTM se da pelo aumento da expressao de biomarcadores dsseos.
Marcadores iniciais do processo sdo: CBFA-1/RUNX-2, osterix,
TGF-B, BMP-2, coldgeno |, fosfatase alcalina, osteonectina e
osteopontina. Marcadores tardios sao: osteocalcina, sialoproteina
bssea, osteoprotegerina, depdsitos de calcio intracelulares e nodulos
de mineralizacao?.
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Figura 5 - Sitios anatdmicos com enxerto de CTM para estudos
de reparo 6sseo.

Os estudos in vivo (27,03%) mostraram biocompatibilidade
tecidual e osteogénese no sitio de implantagdo, ectopicamente ou
em defeitos dsseos induzidos. Enxerto de CTM em tecido subcutaneo
promoveu mineralizacdo em curto periodo (a partir de 3 semanas),
constituindo um material bioativo e biocompativel (sem inducdo de
resposta inflamatoria intensa, reacdo de corpo estranho exacerbada
efou focos de necrose)'®'6, Em defeitos dsseos extensos ou criticos,
CTM mediam osteogénese de 4 a 12 semanas pos-enxerto, refletindo
o resultado positivo em defeitos cranianos? e mandibulares' como
potencial aplicacdo a cirurgia craniofacial, e em defeitos femorais®,
tibiais® e radiais®® dentre outros, a cirurgia ortopédica.

A terapia celular usando CTM evolui no campo das pesquisas
clinicas voltadas para o reparo ésseo (2,28%), com os principais
progressos para a Odontologia demonstrados na Tabela 1.
Resultados promissores surgem no tratamento de deformidades
dsseas locais, de intensidade pequena (defeitos periodontais®) a
moderada-grande (perda 6ssea horizontal em rebordo alveolar®',
fenda alveolar'®, traumatismos cranianos em criancas®?) com bom
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padrdo de reparo dsseo de 2 a 12 meses apds o trauma, de acordo DlSCUSSAO
com o tamanho da lesdo. Cirurgias orais com finalidade protética,
tais como levantamento de seio maxilar® e aumento vertical de

mandibula®, que visam o ganho 6sseo para posterior ancoragem de O crescimento acelerado das publicacoes sobre CTM e reparo
implantes osseointegraveis de titanio, tém obtido boa previsibilidade 6sseo é estimulado pela busca por melhor qualidade de vida,
clinica utilizando enxertos associados a CTM, com a formacdo de em especial para a consideravel populagdo mundial idosa®, e
0sso trabecular e lamelar 4 meses ap6s o procedimento. De maior encorajado pelo aprimoramento tecnoldgico e maior investimento
interesse ortopédico, a distracdo 6ssea indicada para ganho dsseo dos paises em pesquisas de ponta. Adicionalmente, o quadro
em comprimento em casos de pseudoartrose e acondroplasia foi alarmante de edentulismo no Brasil se tornou um problema de
gradual e concomitante ao enxerto de CTM e demonstrou formacao Salde Publica, com uma grande demanda populacional carente
de calo 6sseo em tibia e fémur tratados?'; de forma semelhante, lojas de reabilitacdo oral, e constituem hoje prioridade do Sistema
dsseas apds curetagem de lesdo central demonstraram ossificacdo Unico de Satde os tratamentos odontoldgicos restauradores®.

em 4 semanas pds-enxerto®. O uso de CTM adultas tem vantagens frente ao de

embrionadrias: aspectos legais e éticos ndo-limitantes de uso?,
maior facilidade para a coleta, técnica rapida e clinicamente

aplicavel, ndo restrita ao ambito de pesquisa como & o ultimo

Ganhos clinico e radiografico (4 mm) caso*. Entretanto, a proporcao de CTM adultas é muito baixa

em tecidos de insercao periodontal

Tabela 1 - Potencial osteogénico de CTM em aplicacdes clinicas.

Defeitos periodontais angulares®*

(0,001-0,01%) e decresce com a idade®. Desde o primeiro
Ganho 6sseo conjunto a implantes . . . 1
Deficiéncia de rebordo alveolar®' imediatos, com satisfatoria osseointe- isolamento de CTM em 1966 por Friedenstein e Petrakova', a
grasao medula dssea se mantém como a sua fonte mais prevalente,
A g Fechamento maxilar unilateral quase ; P ; PR ;
Fenda alveolar congénita comploto (79%) em 8 meses con.slldera1da 0 padrao ou7ro. Para o cirurgido dgnnsta, 0
Osteogénese quase completa em periésteo’ e a polpa dental’ representam fontes promissoras de
Defeitos cranianos extensos® defeitos de 12 a 20 cm de diametro CTM. devido a facilidade de coleta e menor morbidade do sitio
em infantes ! , 1"
- doador do que a medula dssea humana'".
Osteogénese trabecular/lamelar em . N . s A . c
Levantamento de seio maxilar?® 4 meses com satisfatoria osseointe- No Bra5||, a Agenua Nacional de V|g|IanC|a Sanitaria
graceo regulamenta a coleta, o transporte e o armazenamento de
Ganho de 15 mm em altura éssea, A i 5 i
Atrofia mandibular pés-irradiagao’” melhor consolidagdo de autoenxerto células-tronco hgmanas em blopgncqs ! aSS.Im como 0 SIEU
e osseointegragdo controle de qualidade e a sua utilizacdo destinada a pesquisa
clinica e terapiaZ.

Existem duas vias de distribuicdo de CTM: sistémica, por Esta modalidade terapéutica mostra seguranca bioldgica,
infusdo sanguinea ou percutanea, baseada no foming que orienta embora a superacdo da barreira imunoldgica interespecifica no
a migracao destas células para o sitio-alvo a ser reparado, aplicavel caso de xenotransplantes de CTM seja um desafio?. N&o foram
em cirurgia cardiovascular’, ou tdpica, que usa biomateriais verificados casos de malignidade; CTM normais expressam
carreadores solidos ou gelatinosos, e aplica-se as cirurgias genes inibidores de tumorigénese em escala significantemente
craniomaxilofacial e ortopédica®™. As diferentes composicdes dos maior do que os promotores deste processo?. Entretanto,
biomateriais carreadores de CTM estdo expressas na Figura 6, onde existem poucas investigacoes a longo prazo em humanos, que
se destaca o grupo das bioceramicas, em especial a hidroxiapatita devem ser conduzidas para melhor compreender sua efetividade
(HA, 11,16%), seguido por polimeros a base de coldgeno (5,42%) e distribuicdo ap6s implantacao.

e derivados de poliacido latico (PLA, 5,30%) e compositos baseados As composicdes encontradas nos biomateriais carreadores

em conjugacdes a fosfatos de calcio (3,71%). de CTM podem influenciar de diferentes formas o reparo
i 6sse0®"™", favorecendo adesdo e proliferacdo celular (colageno,
sz Cordmeges e Biovidros mPolimercs = Compdsibes mMatenais Maluras = Metais & Ligas H A A i i

"o i =8 By fibrina, cerdamica de alumina, plasma rico em plaquetas,
i & polietilenoglicol/PEG, poli- -caprolactone/PCL, poliacido Iatico-

0 " coglicélico/PLGA, poli-N-isopropilacrilamida-co-acido acrilico),
__ osteodiferenciacdo (colageno, HA, beta-triclcio fosfato/ TCP,
|.'. outros fosfatos de célcio, PEG), angiogénese (cola de fibrina),

penetracdo de células por poros (poligalactina 910), resisténcia

mecanica (fibra de titanio, cerdmica de alumina) e reabsorcao
proporcional & reposicdo por novo osso (colageno, BTCP,

PLGA, matriz 6ssea desmineralizada). A unido de composicoes

2 diferentes pode gerar um biomaterial melhorado (compdsito)?,

' sinergicamente favoravel a ancoragem de CTM e potencializando

] 2 3 : : a osteogénese no sitio-alvo.

Y

Figura 6 - Biomateriais carreadores de células-tronco mesenquimais.
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CONCLUSAO

Com base nos trabalhos avaliados pode-se constatar que as
células-tronco mesenquimais tém sido amplamente estudadas
em pesquisas /n vitro, in vivo e clinicas, demonstrando potencial
osteogénico e eficicia no tratamento de defeitos dsseos, 0 que
constitui perspectiva promissora para técnicas regenerativas em
Odontologia e Medicina. Ainda é um desafio o desenvolvimento
de carreadores para as células progenitoras, pois devem variar
de acordo com a aplicacdo desejada. E estratégica a realizacio
de estudos clinicos controlados e cegos a fim de avaliar o
reparo 6sseo, bem como o custo efetividade dos procedimentos
de forma que os gestores em salide possam tomar decisdes
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