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ARTICLE INFO ABSTRACT

O artigo ¢ uma analise sobre as células-tronco, em especifico as mesenquimais e seu uso no
tratamento de lesdes calvarias em animais. Para o levantamento dos estudos empregou-se o uso
de pesquisas bibliograficas como artigos, livros e teses pertinentes a tematica de lesdes calvarias e
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INTRODUCTION Dessa forma, as CT foram classificadas em dois grupos: células-

tronco embrionarias (CTE) e células-tronco adultas (CTA) (ROCHA

As células-tronco (CT) constituem grupo de células indiferenciadas, et al. 2012). As CTA dividem-se em células-tronco mesenquimais
caracterizadas pela capacidade de originar células especializadas e de (CTMs) e células-tronco hematopoiéticas (CTH) (BIANCO ez al.
autorrenovagdo (CHEUNG & RANDO, 2013). O conceito de CT 2008). Dentre as CTA, as CTMs, compdem um grupo que vem
surgiu a partir de experimentos pioneiros realizados no inicio dos despertando particular interesse, devido a sua capacidade clonogénica
anos 1960 por Ernest A. McCulloch e James E. Till, nos quais eles ¢ clevada plasticidade, o que Thes confere a capacidade de originar
demonstraram que a medula 6ssea abriga CT com capacidade de  Cc€¢lulas de linhagem mesenquimal ¢ ndo mesenquimal (DA SILVA
originar todas as células sanguineas (TILL & MCCULLOCH, 1961). SOARES et al. 2020). Segundo a International Society for Cellular
Estudos posteriores, realizados em 1998 a partir de blastocistos de Therapy, sdo trés os requisitos minimos para uma populagdo de
fetos humanos abortados, isolaram células com capacidade de células ser classificada como Célula Tronco Mesenquimal. A primeira
diferenciacdo em todos os tecidos do corpo e ficaram conhecidas ¢ que CTMs sdo isoladas de uma populagdo de células mononucleares

como células-tronco embrionarias (THOMSON, ez al. 1998). com base na sua aderéncia seletiva, em cultura, a superficie plastica.
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A segunda ¢ que as expressdes de CD105, CD73 e CD90 estejam
presentes, ¢ que CD34, CD45, CD14, ou CD11b, CD79, ou CD19 e
HLA-DR ndo sejam expressos em mais de 95% das células em
cultura. Por fim, que as células possam ser diferenciadas em
osteocitos, adipocitos e condrocitos (BYDLOWSKI et al. 2009). A
capacidade proliferativa, potencial de diferenciacdo, e perfil de
marcadores de superficie das CTMs varia com base no tecido de
origem (WYLES et al. 2015). Quando submetidas a diferentes
estimulos, as CTMs s@o capazes de se diferenciar em células
osteogénica, condrogénica, adipogénica, neurogénica ¢ cardiogénica
(BYDLOWSKI et al. 2009), o que as tornaram uma alternativa
terapéutica atrativa e com amplo espectro de aplicagdes. Bang et al.
(2015) relataram que o transplante com CTMs derivados da medula
ossea (CTM-MO) melhorou os sinais clinicos de acidente vascular
cerebral isquémico. Um outro estudo sobre degeneracdo do disco
invertebral canino, averiguou que a injecdo de CTM-MO no disco
degenerado diminui a progressdo da degeneracdo (HIYAMA et al.
2008). Resultados clinicos sobre o uso de CTMs de diferentes fontes
para terapias regenerativas em cavalos parecem ser comparaveis com
CTM-MO (ARNHOLD & WENISCH, 2015). Pinto Filho et al.
(2013) avaliaram a capacidade de regeneracdo do nervo tibial de
coelhos, mediante a associacdo da terapia celular com técnica de
tubulizagdo por protese de silicone, e observou a diminui¢do
significativa da presenga de degeneragdo walleriana nos animais
tratados. O efeito positivo das CTMs nos processos degenerativos
parece estar relacionado a diferentes conjuntos de moléculas que
interagem com as células locais e células circulantes para coordenar a
cascata de regeneragdo, tais como citocinas pro-inflamatorias (IL-1,
IL-6, TNF-a), mitogenos (TGF-B, IGF, FGF e PDGF), morfogenos
(BMPs) e fatores angiogénicos (VEGF e angiopoietinas). Os efeitos
destas moléculas na proliferagdo e diferenciagdo de CTMs foram
amplamente investigados in vitro e os resultados indicaram que estas
moléculas sinalizadoras podem induzir a proliferagéo e diferenciacdo
celulares, tanto em CTMs como outras linhagens progenitoras
(DIMITRIOU et al. 2005; GHANBARI & VAKILI-GHARTAVOL,
2016).

Estudos também tém mostrado a eficacia de materiais capazes de
serem associados a outras substancias que favorecam a formacéo
oOssea, especialmente os biopolimeros naturais, em particular a
quitosana (PARK et al. 2009). Este biopolimero hidrofilico ¢ obtido a
partir da quitina, sendo o segundo polissacarideo mais abundante na
natureza, perdendo apenas para a celulose. Caracteristicas como a
biocompatibilidade e a biodegradabilidade sdo caracteristicas
bioldgicas que permitem diversas aplicagdes para este biomaterial na
area da satide (SPIN NETO et al. 2013). Na medicina regenerativa e
bioengenharia de tecidos, o uso de biopolimeros como a quitosana
vem sendo estudada para terapias de regeneragdo Ossea,
apresentando-se como uma alternativa promissora (ROSENDO et al.
2020). Segundo Rolim et al. (2018) esse biomaterial tem sido
extensivamente  estudado em pesquisas como arcabougo
tridimensional na regeneragdo Ossea. Entretanto, ela ainda ¢ mais
utilizada como um curativo e agente hemostatico, demonstrando a
necessidade de realizagdo de estudos mais avangados € com novas
abordagens de aplicabilidade, seja em associagcdo ou ndo com outros
compostos (DIMITRIOU e al. 2011). Diante do exposto, este artigo
tem como objetivou-se realizar uma revisdo de literatura sobre
células-tronco mesenquimais e seu uso para regeneragdo Ossea €
cicatrizag@o de lesoes.

METODOLOGIA

Este artigo se trata de uma revis@o de literatura narrativa qualitativa.
A revisdo foi produzida utilizando como base artigos, teses,
monografias da area relacionados a lesdes em calvarias de animais e
células-tronco. Para a busca do material bibliografico a ser
consultado, foram utilizadas as palavras-chaves: células-tronco
mesenquimais; lesdes na calvaria; dispositivo Rigeneracon;
regeneragdo Ossea; defeitos Osseos. As revisdes de literatura foram
feitas por andlise e sintese de informagdes adquiridas de estudos
relevantes ja publicados, todos estes foram lidos e sintetizados, entdo

designados apenas os relevantes ¢ as informagdes existentes neles
foram utilizadas para o tema de importincia do artigo. Nao foi
levado em consideragdo as datas dada a importancia na recolha de
artigos, utilizando-se dos mais recentes como base de informagio.
Todos os livros empregados na pesquisa foram referenciados.

ANALISE BIBLIOGRAFICA

Células-tronco mesenquimais e sua capacidade de diferenciagio e
regeneracio: As CTMs sdo células multipotentes que t€m fungdes de
apoio e efeitos terapéuticos em medicina regenerativa (FEITOSA et
al. 2022). Elas sdo capazes de liberar citocinas anti-inflamatorias,
moléculas troficas e anti-apoptoticas, para promover a protegdo e
reparagdo de tecidos danificados (GIACCONE et al. 2014). Sio
operacionalmente definidas como células que tém o potencial de auto-
renovacdo ilimitada ou prolongada, bem como a capacidade de dar
origem a pelo menos um tipo de célula madura e diferenciada
(CHAGASTELLES & NARDI 2011). A diferenciagdo de CTMs em
linhagens adipogénicas, condrogénicas e osteogénicas tém permitido
a utilizacdo destas células no tratamento das alteragdes degenerativas,
mostrando-se eficaz tanto em modelos animais quanto em humanos
(AL-NBAHEEN et al. 2013; BAVARESCO et al. 2020). No entanto,
este ¢ um assunto que ainda vem sendo estudado, e muitas questdes
permanecem sem resposta. Tem sido mostrado que o potencial
osteogénico das CTMs pode variar em fungdo do tipo do tecido, local
de coleta, espécies animais, idade, estado de saide e desempenho de
atividade fisica (KANG & RYU 2012). As CTMs podem ser
encontradas em diferentes compartimentos do tecido conjuntivo e elas
tém sido isoladas a partir de varios tecidos (NEUPANE et al. 2008).
A engenharia tecidual e medicina regenerativa tem dado atengao as
CTMs porque elas podem ser coletadas com técnicas minimamente
invasivas, podem propagar-se in vitro e possuem propriedades
importantes, tais como multipoténcia, atividades paracrinas e
capacidade de modulacdo imune (ALVES et al. 2014). Em virtude da
sua capacidade de diferenciagdo celular e efeitos troficos, as CTMs
sdo promissoras candidatas para uso na medicina regenerativa e
reparadora. Uma area importante de grande potencial ¢ a utilizacao de
CTMs no tratamento de ma formagdo oOssea. As células-tronco
mesenquimais derivadas da medula 6ssea humana (CTMh), também
conhecidas como células estromais da medula 6ssea ou, como
sugerido pela International Society for Cytotherapy, células estromais
mesenquimais multipotentes, sdo um grupo de células clonogénicas,
presentes no estroma da medula dssea, capazes de diferenciacdo em
varias linhagens de células do tipo mesodérmico e, possivelmente,
mas ainda controverso, em outros tipos celulares ndo mesodérmicos,
como células neurais ou hepatocitos (BYDLOWSKI, 2009).

Sistema Rigenera®: O desagregador de tecidos biologicos
Rigeneracon, com base na tecnologia Rigenera®, permite a extragdo
de microenxertos a partir de uma amostra de tecido conjuntivo
autdlogo, cujos componentes sdo menores que 50 pum (TROVATO et
al. 2015). Eles sdo utilizados imediatamente apds a sua obtencdo sem
qualquer manipulagdo ou cultura de células. Além disso, esta
tecnologia € capaz de cortar com a hélice de desagregacdo, utilizando
de forca mecanica, os constituintes da matriz extracelular, que
desempenham um papel importante na redugdo do processo
inflamatério e assim auxiliam na regeneracdo do tecido
(ZANZOTTERA et al. 2014). Deste modo, usando este dispositivo
médico inovador, os pacientes sdo, ao mesmo tempo, o doador e o
receptor destes microenxertos (GIACCONE et al. 2014). A eficacia
dos microenxertos obtidos a partir da tecnologia Rigenera® ¢é
percebida em diversas areas, dentre elas, estdo as cirurgias
bucomaxilo-facial e dermatologica, gastroenterologia (TROVATO et
al. 2015; GIACCONE et al. 2014). A qualidade ¢ quantidade de osso
regenerado utilizando-se células-tronco da polpa dentaria associadas a
biomateriais foi demonstrada in vitro e in vivo (D’AQUINO et al.,
2007; GRAZIANO et al. 2008). A polpa dentaria pode ser
considerada como uma fonte potencialmente importante de células-
tronco  eficazes para fins terapéuticos, tais como a
reparagdo/regeneracdo de ossos craniofaciais (GIACCONE et al.
2014).
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A efetividade positiva de microenxertos obtidos em fragmentos da
derme também ¢ observada, podendo ser aplicados em cicatrizes
acentuadas decorrente de queimaduras ou traumas, ulceras cronicas e
feridas pds-operatorias em pacientes oncologicos,  mostrando
melhoras significativas nas lesdes, porcentagem maior de restauracio
das camadas abaixo da epiderme e o realinhamento das fibras
colagenas da derme papilar (SVOLACCHIA et al. 2016; BAGLIONI
et al. 2016; DE FRANCESCO et al. 2017). O protocolo estabelecido
pela tecnologia Rigenera® consiste em quatro passos: (i) coleta de
uma pequena amostra de tecido doador distante do local receptor, (ii)
a desagregacdo de tecido através do dispositivo Rigeneracon por meio
da adig¢do de 01 mL de solugdo salina estéril solugdo, (iii) obtengdo de
microenxerto autdlogo apds a desagregacdo e (iv) a injecdo destes
microenxertos no local da lesdo por infiltragdes ou em combinagio
com outros componentes (MARCARELLI et al. 2016).

Osso e processo de regeneraciio 6ssea devido a lesdes: O 0sso é um
tecido conjuntivo mineralizado (MARTIN & BETTENCOURT,
2018), que tem a capacidade de cura e regeneragdo (Matassi et al.
2011). Ele exerce fungdes importantes no corpo, tais como:
locomog@o, suporte e prote¢do de tecidos moles, armazenamento de
calcio e fosfato e alojamento da medula Ossea. As propriedades
mecanicas variam de acordo com a localizag¢do e fungdo (ROSETI et
al. 2017). Microscopicamente, o tecido 6sseo encontra-se constituido
por dois componentes basicos: células e matriz organica, sobre a qual
se depositam os componentes inorganicos (ANDIA et al. 2006). A
matriz organica ¢ formada de colageno (principalmente tipo I),
proteoglicanas e glicoproteinas adesivas, e a inorganica por ions
fosfato, calcio, bicarbonato, magnésio, potassio, sodio e citrato. A
unido do fosfato e do calcio forma cristais com estrutura de
hidroxiapatita (Cal0(PO4)6(OH)2) que, associados as fibras
colagenas, fornecem a resisténcia e dureza caracteristicas do tecido
osseo (LOPES et al., 2015; TURNBULL et al. 2018). O colagénio
tipo I representa 90% das proteinas, sendo os restantes 10%
compostos por um grande numero de proteinas ndo colagénicas (por
exemplo, osteocalcina, osteonectina, sialoproteinas Osseas e varias
proteoglicanas). As proteinas ndo colagenosas participam do processo
de maturagdo da matriz, mineralizacdo e podem regular a atividade
funcional das células 6sseas (ARVIDSON ez al. 2011).

Os osteoblastos, ostedcitos e osteoclastos sdo células oOsseas
especializadas. Elas estdo envolvidas nos processos de formagdo,
reabsor¢do, manuten¢do e remodelagdo Ossea, sendo derivadas de
duas linhagens: uma relacionada a formagdo e manutengdo
(osteoblastos e ostedcitos) e outra a reabsorcdo (osteoclastos)
(ANDIA et al. 2006). Em diversos momentos da vida, o tecido dsseo
precisa modificar sua forma ou estrutura. Seja para um 0sso primario
tornar-se maduro, para um osso crescer mantendo sua forma, para um
0SSO esponjoso tornar-se compacto ou para se adaptar a novas
situagdes fisiologicas ou patologicas, o 0sso estd em constante
remodelagdo, por meio de reabsor¢do e deposicdo de matriz dssea
(ANDIA et al. 2006). A reabsor¢do e deposicdo de matriz sdo
processos estreitamente acoplados, que dependem da dindmica
balanceada entre as atividades dos osteoblastos e osteoclastos. Esse
processo de remodelagdo inicia-se em um periodo de duas a trés
semanas ap6s a lesdo (PEREIRA, 2022). No entanto, se ocorrer um
desbalango deste processo, podera ocorrer o estabelecimento de
reabsor¢des patoldgicas, prejudicando o desenvolvimento e a
homeostase do tecido 6sseo (TAKAYANAGI, 2005; JUNQUEIRA &
CARNEIRO 2017). Os defeitos 6sseos devido a trauma e a
reabsor¢do Ossea patologica e fisiologica representam um grande
desafio e constituem um problema de satide global. A necessidade de
regeneragdo Ossea em cirurgias cranianas, orais, maxilo-faciais e
ortopédicas ¢ uma das questdes clinicas centrais na medicina
regenerativa e de reabilitagio. E dificil transmitir a enorme
desvantagem social e psicoldgica das pessoas com defeitos 6sseos ¢ a
reducdo significativa na sua qualidade de vida (ARVIDSON et al.
2011). No entanto, a regeneragdo Ossea ¢ um processo biologico
complexo de renovagdo da arquitetura e fungdo do tecido dsseo
perdido. A regeneragdo dssea guiada ¢ um método que vem sendo
utilizado ¢ estudado ha décadas, sendo definido como uma renovagéo
Ossea controlada em areas onde existe o defeito Osseo, através da

osteogénese, osteoindugdo ou osteocondugdo, a fim de restabelecer as
caracteristicas funcionais e estruturais do tecido lesado (BOSCH,
1995). Quando um defeito dsseo ocorre devido a lesdo, as células sdo
fornecidas pelo periésteo e a regeneragdo ocorre. No entanto, a
regeneragdo satisfatoria torna-se mais dificil quanto maior for o
defeito dsseo. E por isso que, mesmo com essa propriedade de cura,
em muitas situagdes o enxerto osseo ¢ necessario (MARTIN &
BETTENCOURT, 2018). Ocasionalmente em lesdes Osseas onde
ocorrem grandes perdas desse Orgdo, como fraturas externas ou
ressec¢do de tumores Osseos, neste caso, ndo ocorre cicatrizagdo do
0sso ¢ precisara de reconstrucdo. A reconstrug@o dssea bem-sucedida
requer osteoprodugdo, osteoindugdo, osteoconducdo, estimulagdo
mecanica e vascularizagdo, além de drogas que atuam no
metabolismo 6sseo desempenham um papel importante no
crescimento 0sseo (MATASSI et al. 2011). Um suprimento adequado
de CTMs e osteoprogenitoras ¢ importante para a regeneragao ossea
eficiente. A abordagem atual de entrega de células osteogénicas
diretamente ao local de regeneracdo inclui o uso de aspirado de
medula 6ssea da crista iliaca, que também contém fatores de
crescimento. E um procedimento minimamente invasivo para
melhorar a reparagdo Ossea e produz resultados satisfatorios. No
entanto, a concentragdo ¢ a qualidade das CTMs podem variar
significativamente, dependendo do individuo (especialmente em
idosos) (DIMITRIOU et al. 2011)

Calviria: A calvaria é composta por cinco 0ssos planos: uma grande
parte do frontal, occipital, maior fragdo dos dois ossos parietais e
porg¢do escamosa e zigomatica do osso temporal (TUBBS ez al. 2011).
Originam-se de células da crista neural craniana e sofrem ossificacdo
intramembranosa em um padrdo radial. Pelo sexto ano de
desenvolvimento, ha formagdo completa de camada intradiploica,
composta de osso esponjoso ¢ medula 6ssea, resultando em tabuas
internas e externas do osso cortical, que aparecem densas na
tomografia computadorizada (MITRA et al. 2016). As lesdes da
calvaria frequentemente se apresentam como achados clinicamente
silenciosos em radiografias de cranio ou como massas palpaveis que
podem causar dor localizada ou traumas (GARFINKLE, 2011). Além
disso, podem ter origem nas estruturas Osseas ou podem ser
secundarias a invasdo de lesdes na base de couro cabeludo ou lesdes
cerebrais na abobada do cranio (GOMEZ, 2018). Muitas espécies tém
sido utilizadas para modelos animais de defeitos 6sseos, incluindo
ratos, coelhos, cées, porcos, ovelhas e cabras, mas grande parte das
pesquisas se concentrou em modelos de roedores, devido a
reprodutibilidade,  consideragdes  estruturais e  econOmicas.
Anatomicamente, muitas areas do esqueleto de roedores podem servir
como locais receptores de defeitos ortotdpicos, incluindo os fémures,
a coluna, a mandibula ¢ a calvaria (SPICER et al. 2012). A
restauragdo de defeitos dsseos no esqueleto maxilofacial continua
sendo um dos problemas mais desafiadores enfrentados pelos
cirurgides bucomaxilofaciais. Traumatismos, locais de osteotomia,
ressecgdes oncoldgicas, infecgdes ou anomalias de desenvolvimento
sdo situagdes clinicas nas quais os defeitos precisam ser
reconstruidos. Em adultos, apenas pequenos defeitos Osseos sdo
capazes de cicatrizar espontaneamente (PORTO et al. 2012).

Aplicacio de células-tronco em lesdes calviria de animais:
Pesquisas feitas mostram que o uso de enxertos contendo células-
tronco em lesdes calvarias, acelera o processo de regeneragdo e
demonstra uma melhor cicatrizagdo final se comparado a ndo
utilizagdo de células-tronco. No estudo feito por Pelegrine (2014),
vinte e um coelhos foram divididos randomicamente em trés grupos
de seis animais e um grupo de trés animais, sendo eles: (01) grupo
controle preenchido com xenoenxerto puro, (02) grupo experimental
preenchido com xenoenxerto enriquecido com medula o6ssea, (03)
grupo experimental contendo xenoenxerto enriquecido com a fragao
mononuclear da medula 6ssea, (04) grupo sem enxerto ¢ membrana.
Em todos os grupos foram feitas duas lesdes bilaterais no osso
parietal de 12mm. Nos trés primeiros grupos foi aplicado o
xenoenxerto Bio-oss® (um substituto artificial de osso). Além disso,
foram escolhidos aleatoriamente por software de randomizagio,
espécimes dos grupos (01), (02) e (03) para aplicacdo da barreira
membranosa Bio-gide® em um dos lados da calvaria também
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selecionada de maneira randémica. Os resultados mostraram que nos
animais do grupo (03) com e sem membrana houve uma maior
mineralizagdo e cicatrizagdo em relagdo ao grupo (02) e (01)
respectivamente, enquanto no grupo (04) contendo apenas trés
animais sem preenchimento e protecdo da barreira, ndo houve
formagiio Ossea. Ademais, o uso da tecnologia Rigenera® para
obtengdo e aplicagdo de células-tronco ¢ um caminho eficaz e pratico
para que esta possa ser usada em terapia celular (DESANDO et al.
2021). O estudo realizado por Lima et al. (2021), reforca a utilizagdo
das CTMs para a regeneracdo 6ssea. Na pesquisa, foram utilizados no
total dezoito ratos que foram divididos em trés grupos de seis, sendo
cada individuo controle de si proprio. Foram utilizadas CTMs
extraidas de microenxertos pelo dispositivo Rigeneracon nas lesdes
do antimero esquerdo da calvaria. Como resultado obteve-se que, o
uso das CTMs nas lesdes acelerou o processo de ossificagdo e
cicatrizagdo, principalmente no grupo (02) e (03) com 30 e 60 dias de
observagao respectivamente.

CONSIDERACOES FINAIS

Consideramos entdo que entre as células-tronco, as mesenquimais
podem desempenhar um papel importante para apressurar 0 processo
de ossificagdo e cicatrizagdo de lesdes calvarias. Além disso,
demonstra também eficacia nos estudos em humanos. Por fim, o uso
de recursos como xenoenxertos ¢ microenxertos enriquecidos com
células-tronco e a obtengdo de células-tronco mesenquimais através
da tecnologia Rigenera® sdo opgdes ideais para pesquisas
relacionadas a melhoria da regeneragdo celular em lesdes Osseas,
utilizando os microenxertos autélogos como uma solugdo biologica,
podendo oferecer beneficios significativos que poderiam superar as
limitagdes dos tratamentos atuais, como invasividade, morbidade do
local doador e morte celular.
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