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RESUMO

Huaman-Mendoza AA. Potencial das membranas de células-tronco mesenquimais na
regeneracao periodontal: uma revisdo sistematica de estudos pré-clinicos em modelo
animal [dissertacdo]. Sdo Paulo: Universidade de Sao Paulo, Faculdade de
Odontologia; 2022. Verséo Corrigida.

A periodontite € uma doenca inflamatdria cronica multifactorial caracterizada pela
destruicdo progressiva do aparelho de suporte periodontal. Atualmente, as técnicas
convencionais para regeneracdo desses tecidos periodontais perdidos tiveram
sucesso limitado. A tecnologia de membranas de células usando células-tronco
mesenquimais apareceu como uma estratégia promissora na medicina regenerativa
periodontal. Embora estudos recentes tenham mostrado o papel das membranas de
células-tronco mesenquimais (MSCSs) no aumento dos tecidos de suporte dentario e
0sseo, ndo had uma revisdo sistematica focada especificamente na avaliacdo da
regeneracdo periodontal em modelos animais ortotdpicos. Esta revisdo tem como
objetivo avaliar o potencial das MSCSs na regeneracéo periodontal em comparacao
ao controle, em modelos animais experimentais. Estudos pré-clinicos em defeitos
periodontais de modelos animais foram considerados elegiveis. A busca eletrénica
incluiu as bases de dados MEDLINE, Web of Science, EMBASE e LILACS. Além
disso, uma busca manual avaliou as revistas cientificas na é&rea de
“periodontia/regeneragado”. A revisdo sistematica foi conduzida de acordo com as
diretrizes de “Preferred Reporting Item for Systematic Reviews and Meta-Analyses
statement guidelines”. A ferramenta do Centro de Revisdo Sistematica para
Experimentacdo com Animais de Laboratério (SYRCLE) foi usada para avaliar o risco
de viés. Dos 3989 estudos obtidos a partir da busca no banco de dados eletrénicos
foram incluidos 17 artigos. Foram empregados MSCSs autélogos, alégenos e
xendégenos para melhorar a regeneracdo periodontal. Estes incluiram MSCSs do
foliculo dentario (DF), MSCSs do ligamento periodontal (PDL), MSCSs da polpa
dentaria (DP), MSCSs da medula 6ssea (BM), MSCSs periosteais alveolares (AP) e
MSCSs gengivais (G). Em relagédo ao protocolo de inducéo de células, a maioria dos
estudos utilizou acido ascoérbico (52,94%), outros utilizaram placas de cultura com
polimero termo responsivo (47,06%). Os efeitos adversos, em relagéo a utilizacéo das
MSCSs no sitio doador, ndo foram identificados na maioria dos estudos, mesmo com
o uso adjunto de scaffolds, membranas ou ambos. Meta-analise ndo foi considerada

devido a heterogeneidades metodoldgicas. PDL-MSCSs demonstrou ser superior



para aumento da regeneracdo periodontal em comparacdo ao controle, mas em um
microambiente inflamatorio induzido, DF-MSCSs foram melhores. Os DF-MSCSs
parecem estar relacionados a espessura do cemento e dimensao periodontal. Além
disso, DP-MSCSs e BM-MSCSs mostraram resultados melhores em comparag¢ao com
o controle. Em contraste, AP-MSCSs nédo foram associados a melhorias na
regeneracao periodontal. A avaliacao do risco de viés com a ferramenta da SYRCLE
revelou que 44,12% dos estudos apresentavam baixo risco de viés, 55,29% foram
incertos e 0,59%, alto risco. A presente revisdo sistematica mostrou que as MSCSs
podem aumentar a regeneracdo periodontal em modelos animais de defeito
periodontal, fornecendo uma estratégia promissora para aumentar a regeneracao

periodontal.

Palavras-chave: Regeneracdo periodontal. Células-tronco  mesenquimais.
Periodontite. Medicina regenerativa. Engenharia tecidual. Revisdo sistematica.

Animais.



ABSTRACT

Huaméan-Mendoza AA. Potential of mesenchymal stem cell sheets on periodontal
regeneration: a systematic review of pre-clinical animal studies [dissertation]. S&o
Paulo: Universidade de Sao Paulo, Faculdade de Odontologia; 2022. Verséao
Corrigida.

Periodontitis is a multifactorial chronic inflammatory disease characterized by
progressive destruction of the tooth-supporting apparatus. Currently, conventional
techniques for periodontal regeneration have had limited success. Cell membrane
technology using mesenchymal stem cells has emerged as a promising strategy in
periodontal regenerative medicine. Although recent studies have shown the role of
mesenchymal stem cell membranes (MSCSs) in increasing dental and bone
supporting tissues, there is not a systematic review focused specifically on assessing
periodontal regeneration in orthotopic animal models. This review aimed to evaluate
the potential of MSCSs on periodontal regeneration, compared to control, in
experimental animal models. Pre-clinical studies in periodontal defects of animal
models were considered eligible. The electronic search included the MEDLINE, Web
of Science, EMBASE and LILACS databases. In addition, a manual search evaluated
the scientific journals in the area of “periodontics/regeneration”. The systematic review
was conducted according to the Preferred Reporting Item for Systematic Reviews and
Meta-Analyses statement guidelines. The Systematic Review Center for Laboratory
Animal Experimentation’s tool was used to evaluate the risk of bias. A total of 17 of the
3989 studies obtained from the electronic database search were included. Autologous,
allogenous and xenogenous MSCSs were employed to improve periodontal
regeneration. These included dental follicle (DF) MSCSs, periodontal ligament (PDL)
MSCSs, dental pulp (DP) MSCSs, bone marrow (BM) MSCSs, alveolar periosteal (AP)
MSCSs and gingival (G) MSCSs. Regarding cell sheet inducing protocol, most of the
studies used ascorbic acid (52,94%). Others used culture dishes grafted with a
temperature-responsive polymer (47,06%). Adverse effects were not identified in the
majority of studies, even with the adjunct use of scaffold, membrane or both. Meta-
analysis was not considered because of methodological heterogeneities. PDL-MSCSs
demonstrated to be superior for periodontal regeneration enhancement compared to
control, but in an induced inflammatory microenvironment, DF-MSCSs were better.

DF-MSCSs seem to be related to cementum thickness and periodontal width.



Moreover, DP-MSCSs and BM-MSCSs showed improved results compared to control.
In contrast, AP-MSCSs were not associated to improvements in periodontal
regeneration. The SYRCLE risk of bias assessment revealed that 44.12% of studies
had a low risk of bias, 55.29% unclear, and 0.59% a high risk. The present systematic
review showed that MSCSs can enhance periodontal regeneration in animal
periodontal defect models, providing a promising strategy to enhance periodontal

regeneration.

Keywords: Periodontal regeneration. Mesenchymal stem cells. Periodontitis.

Regenerative medicine. Tissue engineering. Systematic review. Animals.
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1 INTRODUCAO

A periodontite € uma doenca inflamatoria multifatorial crénica associada com
biofilm disbiotico e caracterizada pela destruicdo progressiva do aparelho de suporte
dentario. A area que estuda a nova formacéao de cemento, 0sso alveolar e ligamento
periodontal funcional em uma superficie radicular previamente comprometida, produto
da doenca periodontal, é a regeneracdo periodontal (1). Atualmente, varias estratégias
regenerativas tem sido avaliadas, incluindo regeneracéao tecidual guiada, regeneracao
Ossea guiada, fatores de crescimento ou diferenciacdo, condicionamento da superficie
radicular, proteinas da matriz do esmalte, fatores combinados e terapias combinadas
(2). Embora haja evidéncia de que a regeneracgao periodontal pode ser alcangada com
0 uso dessas técnicas, todos os tipos de tratamentos regenerativos tém mostrado
sucesso e previsibilidade limitados, especialmente em situacBes clinicas
desafiadoras, como defeitos periodontais de uma ou duas paredes (1).

Estudos recentes sobre regeneracao periodontal tém focado seus esforcos na
bioengenharia tecidual, especificamente na tecnologia de membranas de células, que
€ um método de cultivo celular com estimulos especificos e sem nenhum subcultivo
ou cultivo celular secundario, até que a camada celular se destaque da cultura (3,4).
Diferentes tipos de técnicas foram aplicados para induzir a formacdo de membranas
de células, como o uso de enzimas proteoliticas (por exemplo, tripsina), manipulacéo
de cultura celular em poli N-isopropilacrilamida sensivel a temperatura (5), forca
magnética e superficies de cultura de células revestidas com lipossomas de magnetita
catibnica conjugados com peptideo RGD (Arg-Gly-Asp), cultura polimerizada
revestida com fibrina humana (6) ou empregando suplementacdo de acido ascorbico
em meio de cultura (7,8).

A técnica de membrana de célula pode ser usada com células-tronco
mesenquimais (MSCs) e alguns exemplos podem ser: membranas de células-tronco
mesenquimais do ligamento periodontal (PDL-MSCSs), membranas de células-tronco
mesenquimais da polpa dentaria (DP-MSCSs), membranas de células-tronco
mesenquimais do foliculo dentario (DF-MSCSs), membranas de células-tronco
mesenquimais da papila apical dentaria (DAP-MSCSs), membranas de células-tronco
mesenquimais de dentes deciduos esfoliados humanos (MSCSs-HED), membranas

de células-tronco mesenquimais periosteais alveolares (AP-MSCSs), membranas de
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células-tronco mesenquimais da medula é6ssea (BM-MSCSs) e membranas de
células-tronco mesenquimais gengivais (G-MSCSs) (7,9,10).

As vantagens do uso da técnica de MSCSs incluem a manutenc¢édo da matriz
extracelular intacta ap06s o autodesprendimento, sendo direta e facilmente
transplantada para os tecidos do hospedeiro, sem o0 uso de arcaboucos (scaffolds) ou
transporte de biomateriais. Elas podem ser usadas para construir tecidos in vitro,
colocando membranas de células individuais em camadas celulares (11). Dessa
forma, essas camadas podem ser enxertadas nos tecidos receptores sem sutura
(12,13). Além disso, a evidéncia mostrou regeneracdo de alta qualidade de tecidos
danificados sem formacéo de cicatriz fibrosa, morbidade minima do sitio doador em
comparagao com autoenxertos e um baixo risco de rejeicao autoimune e transmissao
de doencas (9).

Os modelos in vivo fornecem beneficios para uma melhor compreensédo dos
aspectos dos processos moleculares, celulares, teciduais e anatdmicos que ocorrem
em resposta a terapia reconstructiva periodontal utilizando MSCSs. Alguns estudos
demonstraram que as MSCSs podem regenerar, tanto in vitro como in vivo, ligamento
periodontal, osso, cemento e fibras de colageno (14-16). Atualmente, apenas uma
revisdo sistematica avaliou os beneficios adicionais das MSCSs na regeneracao do
tecido periodontal em termos de neoformacéao dos tecidos de suporte dentario e 0Sso
(17). O presente estudo tem um foco diferente a reviséo tanto in vitro como in vivo
mencionada, uma vez que o0s artigos aqui incluidos foram considerados por
apresentarem modelos animais periodontais ortotépicos.

Assim, o objetivo desta revisao sistematica é avaliar os efeitos das membranas
de células-tronco mesenquimais em defeitos periodontais de modelos animais, em
comparacao a grupos controle e / ou cirurgias simuladas (SHAM), na regeneracéo

periodontal.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Bioengenharia Tecidual

Mason e Dunnill descreveram a medicina regenerativa como uma terapia que
regenera ou substitui células, tecidos ou O6rgdos humanos para restaurar ou
estabelecer sua funcdo normal (18). Esse é agora um campo de pesquisa
estabelecido e denominado engenharia de tecidos/medicina regenerativa (TE / RM),
com o objetivo de “estimular a regeneragdo de tecidos e o6rgdos por meio da
implantac&o de biomateriais para regeneracao in vivo ou da construcéo de substitutos
in vitro”. TE / RM é uma area de pesquisa translacional que inclui uma ampla gama
de disciplinas, tais como medicina, biologia de células-tronco, ciéncias de materiais,

quimica e manufatura (18,19) (Figura 2.1).

Figura 2.1 — Niveis de bioengenharia de tecidos: células, moléculas e scaffolds

Células

Bioengenharia
Tecidual

Moleculas-

Sinais Scaffolds

Created in BioRender.com bio

Fonte: o autor.
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2.2 Células-tronco

2.2.1 Definigéo de células-tronco

As células-tronco sdo células indiferenciadas com a capacidade de
autorreplicacdo e/ou autorrenovacdo, gerando outras células-tronco, e com a
capacidade de diferenciacdo, podem tornar-se células mais especializadas quando

estimuladas por estimulos internos e externos (10,20) (Figura 2.2).

Figura 2.2 — Caracteristicas das células-tronco
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Created in BioRender.com bio

Fonte: o autor.
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2.2.2 Tipos de células-tronco

Baseados em seu potencial de diferenciagao (10):

Células totipotentes: Diferenciam-se em células dos 3 folhetos embrionarios
ou germinativos (ectoderma, mesoderma, endoderma) e também em tecido
extra-embrionario como a placenta.

Células pluripotentes: Diferenciam-se em células dos 3 folhetos embrionérios
ou germinativos (ectoderma, mesoderma, endoderma) mas ndo em tecido
extra-embrionario.

Células multipotentes: Podem diferenciar-se em células de 1 ou 2 folhetos
germinativos. Nesse grupo estdo consideradas as células-tronco
mesenquimais e hematopoéticas.

Célula unipotente: Diferenciam-se em células de somente 1 tipo celular. Nao

séo consideradas células-tronco. (Figura 2.3)

Figura2.3 - Classificacdo das células-tronco segundo seu potencial de diferenciacdo: totipotente,

pluripotente e multipotente

3 folhetos
Totipotente — embrionérios
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. mesenquimais

Células-tronco
hematopoiéticas

Created in BioRender.com bio
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Fonte: o autor.
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2.2.3 Células-tronco ideais em periodontia

Os problemas éticos relacionados ao uso de células-tronco embrionérias e a
questdao de que tanto as células-tronco embrionarias quanto as células-tronco
pluripotentes induzidas possam ser capazes de formar tumores in vivo; explicam o
fato de que as células-tronco mesenquimais sejam consideradas ideais para
regeneracao periodontal e também as mais estudadas (7,21).

Elas podem existir em diversas partes do corpo humano. Além disso, as
principais fontes de células-tronco mesenquimais (MSC) na regido oral e maxilofacial
sao: PDL-MSC, DP-MSC, DF-MSC, DAP-MSC, MSC-HED, AP-MSC, BM-MSC, G-
MSC (7-9) (Figura 2.4).

Figura 2.4 - Fontes de células-tronco mesenquimais na regido oral e maxilofacial. Células-tronco
mesenquimais do ligamento periodontal (PDL-MSC), células-tronco mesenquimais da
polpa dentaria (DP-MSC), células-tronco mesenquimais do foliculo dentario (DF-MSC),
células-tronco mesenquimais da papila apical dentaria (DAP-MSC), células-tronco
mesenquimais de dentes deciduos esfoliados humanos (MSC-HED), células-tronco
mesenquimais periosteais alveolares (AP-MSC), células-tronco mesenquimais da
medula éssea (BM-MSC) e células-tronco mesenquimais gengivais (G-MSC)

MSC-HED

DP-MSC /\j

PDL-MSC <
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-»
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Created in BioRender.com bio

Fonte: o autor.
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2.2.4 Caracterizacao das células-tronco mesenquimais

Sao os requisitos minimos estabelecidos por Dominici et al. para reconhecer as

células-tronco mesenquimais como tais (10,22) (Quadro 2.1).

Quadro 2.1 - Caracterizagdo das células-tronco mesenquimais dado por Dominici et al.

A) Aderéncia ao plastico em condicdes de cultura standard.
B) Fendtipo Positivo (= 95% +) |Negativo (< 2% +)
CD105 CD45
CD73 CD34
CD90 CD14 ou CD11b
CD79a ou CD19
HLA-DR
C) Diferenciacgdo in vitro: osteoblastos, adipécitos, condroblastos
(Demonstrado por coloragéo de cultura de células in vitro).

Fonte: Dominici et al. (22).

2.2.5 Propriedades das células-tronco

De acordo a Bassir et al (10) as propriedades das células-tronco séo:
e Capacidade de diferenciacdo e autorrenovacao
¢ Regeneracao de alta qualidade
e Baixo risco de rejeicdo autoimune

e |Imunomodulador

2.2.6 Efeitos imunomoduladores das células-tronco mesenquimais

E importante reconhecer o papel fundamental das células-tronco

mesenquimais como imunomoduladores nas células do sistema imunologico. Elas
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diminuem a proliferacdo de células que favorecem a inflamacéo, como células Thi,
Th17 e aumentam as células que diminuem o processo inflamatério como linfécitos T
reguladores. Junto com isso, diminuem citocinas pro-inflamatérias como IFN-gamma
(Interferon gamma), TNF-a, IL-17 e aumentam a expressdo de citocinas anti-
inflamatorias, tais como IL-4 e IL-10 (23,24) (Figura 2.5).

Figura 2.5 - Efeitos imunomoduladores das células-tronco mesenquimais nas células do sistema
imunoldgico. DC, célula dendritica; HLA, antigeno leucocitario humano; IL, interleucina;
IFN-y, interferon-gama; MSC, célula-tronco mesenquimal; NK, natural killer; T, linf6cito
T; Tc, linfocito T citotdxico; Th, linfécito T-helper; TNF-a; fator de necrose tumoral alfa;
Tregs, linfocitos T-reguladores
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Created in BioRender.com bio

Diferenciacgao

Fonte: Adaptado pelo autor de Wada et al. (23)

2.3 Membranas de células-tronco (Cell sheets)

Estudos recentes sobre o tratamento da doenga periodontal tém focado seus
esforcos na tecnologia de membranas de células, que € um método de cultivo celular
com estimulos especificos e sem nenhum cultivo secundario, até que a camada
celular se destaque da cultura (3,4).

Diferentes tipos de técnicas foram aplicados para melhorar o método, como o uso de
enzimas proteoliticas (por exemplo, tripsina), manipulacdo de cultura de poli N-
isopropilacrilamida sensivel a temperatura, onde a 37°C a superficie da placa é
hidrof6bica e as células podem-se aderir a placa e proliferar; quando a temperatura é
reduzida para 20°C, a superficie hidrofébica das placas muda reversivelmente para
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hidrofilica, determinando o descolamento gradual da camada de células da superficie
da cultura (5). Também pode ser utilizada como sistema de preparacado de membranas
a forca magnética e superficies de cultura de células revestidas com lipossomas de
magnetita catiébnica conjugados com peptideo RGD (Arg-Gly-Asp), cultura
polimerizada revestida com fibrina humana (6) ou empregando suplementacdo de
acido ascorbico em meio de cultura (7,8) (Figura 2.6).

Figura 2.6 - Técnicas mais utilizadas na periodontia para a indu¢do de membranas de células (cell
sheets): 1) com suplementacgéo de vitamina C no meio de cultivo; 2) com cultura sensivel
a temperatura. MSC, células-tronco mesenquimais; ECM, Matriz extracelular
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Celula semeada de celulas

Created in BioRender.com bio

Fonte: o autor.

A técnica de membrana de células pode ser usada com células-tronco
mesenquimais, e alguns exemplos podem ser: PDL-MSCSs, DP-MSCSs, DF-MSCSs,
DAP-MSCSs, MSCSs-HED, AP-MSCSs, BM-MSCSs e G-MSCSs (7,9,10).
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A utilizacdo da técnica de membrana de células com células-tronco
mesenquimais apresenta diversas vantagens, tais como a manutencdo da matriz
extracelular intacta ap0s o autodesprendimento, sendo direta e facilmente
transplantada para os tecidos do hospedeiro. Além disso, podem tornar desnecessaria
a utilizacdo de scaffolds ou de transporte por biomateriais. Elas podem ser usadas
em camadas sobrepostas para construir tecidos in vitro, por serem altamente adesivas
(11). Dessa forma, essas camadas podem ser enxertadas nos tecidos receptores sem
sutura (12,13). A evidéncia mostrou regeneracdo de alta qualidade de tecidos
previamente danificados sem formacao de cicatriz fibrosa, morbidade minima do sitio
doador em comparacdo com autoenxertos e um baixo risco de rejeicdo autoimune e
transmissdo de doencas (9). Além disso, alguns estudos demonstraram que as
MSCSs podem regenerar ligamento periodontal, 0sso, cemento e fibras de colageno
in vitro e in vivo (14-16).

Uma revisdo sistematica anterior mostrou que PDL-MSC e DP-MSC foram as
fontes mais comuns de onde as células-tronco foram isoladas (25). Outra revisao preé-
clinica em modelos ortotopicos demonstrou que BM-MSC e PDL-MSC foram os mais
utilizados (26).

Amghar-Maach et al (2019), avaliaram principalmente DP-MSCs, e concluiram
gue mais regeneracdo 6ssea foi alcancada com a técnica de membrana de células
comparado a injecdo de células-tronco dissociadas. Além disso, 0s autores
mencionaram que PDL-MSCSs podem apresentar melhores resultados na
regeneracao periodontal em comparacao com DP-MSCSs (27).

Recentemente, uma revisdo sistematica avaliou os beneficios adicionais das
MSCSs na regeneracao do tecido periodontal em relacdo a neoformacéo dos tecidos
de suporte dentario e osso (17). Magalhdes et al avaliaram todos os estudos pré-
clinicos em animais contendo experimentos in vitro e in vivo. O Ultimo incluiu modelos
ectopicos, bio-raizes e ortotopicos. Além disso, fizeram uma comparacdo das MSCSs
com qualquer outro tipo de tratamento regenerativo (17).

Considerando os estudos prévios, € importante conduzir uma revisao
sistematica com o intuito de avaliar modelos animais e transplante ortotopico em
defeitos periodontais, o qual € o modelo animal mais préximo dos estudos clinicos.
Além disso, € necessario comparar o grupo teste com MSCSs, em relacéo aos grupos

controle e/ou cirurgias simuladas na nova formacao dos tecidos periodontais.
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Por todas essas razfes, acreditamos que nosso estudo é diferente as revisées
ja publicadas, demonstrando a importancia da nossa revisdo sistematica para a

realizagéo de estudos futuros utilizando MSCSs na regeneragéo periodontal.
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3 PROPOSICAO

O objetivo desta revisdo sistematica € avaliar os efeitos das membranas de
células-tronco mesenquimais em defeitos periodontais de modelos animais, em
comparacao a grupos de controle e/ou cirurgias simuladas (SHAM), na regeneracéo

periodontal.
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4  MATERIAL E METODOS

O protocolo de estudo desta revisdo sisteméatica foi registrado no Instituto
Nacional de Pesquisa em Saude PROSPERO (ANEXO A), Registro Prospectivo
Internacional de Revisdes Sistematicas (http://www.crd.york.ac.uk/PROSPERO,
namero de registro CRD42020200810) (ANEXO B). O estudo de revisao foi elaborado
de acordo com as diretrizes dos Itens de Relatorio Preferenciais para Revisfes
Sistematicas e Metandlises (PRISMA) (28), o Manual Cochrane de Revisdes

Sistematicas de Intervencdes (29) e a lista de verificacdo de Revisdes.

4.1 Pergunta norteadora

Esta revisdo sistematica foi baseada na seguinte questdo: "Em defeitos
periodontais de modelos animais, MSCSs aumentam a regeneracdo periodontal em

comparacao com um grupo controle e / ou cirurgias simuladas (SHAM)?"

4.2 Critérios de elegibilidade

Os critérios de inclusédo foram os seguintes: 1) estudos pré-clinicos de modelos
animais controlados, 2) MSCSs testados para regeneracao de defeitos periodontais,
3) presenca de um grupo controle, 4) resultados de regeneracao periodontal avaliados
por avaliacdo histoldgica, histomorfometria, microtomografia computadorizada (micro-
CT) ou radiografia.

Os critérios de excluséo foram: estudos clinicos, relatos de casos, estudos in
vitro, revisdes e estudos que nao continham informacgdes suficientes sobre a terapia

avaliada.

4.2.1 Intervencao e Comparacao
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Uso de MSCSs (grupo teste) em comparagdo com um grupo controle ou

cirurgias simuladas (grupo controle).

4.2.2 Medidas de desfecho

Para avaliar o potencial regenerativo das MSCSs, o desfecho primario foi a
quantidade de regeneracgéao periodontal no grupo de intervencédo em comparagao com
0 grupo controle, avaliada por andlise histoldgica, histomorfometria, Micro-CT ou

radiografia.

4.3 Fonte de informacdo e estratégia de pesquisa

Foram realizadas pesquisas nas bases de dados MEDLINE, Web of Science,
EMBASE e LILACS em artigos publicados até outubro de 2021. Termos e palavras-
chave de cabecalhos de assuntos médicos (MesH) foram combinados com
operadores booleanos e usados para pesquisar as bases de dados. As estratégias de
pesquisa desenvolvidas para cada banco de dados foram: ((“stem cells” OR “stem
cell” OR “progenitor cells” OR “progenitor cell” OR “induced pluripotent stem cells” OR
“IPS cells” OR “iPS cell” OR “adult stem cells” OR “pluripotent stem cells” OR
“pluripotent stem cell” OR “multipotent stem cells” OR “multipotent stem cell” OR
“totipotent stem cells” OR “totipotent stem cell” OR “hematopoietic stem cells” OR
“hematopoietic stem cell” OR “mesenchymal stromal cells” OR “mesenchymal stromal
cell” OR “mesenchymal stem cells” OR “mesenchymal stem cell” OR “mesenchymal
progenitor cells” OR “mesenchymal progenitor cell” OR “bone marrow stromal cells”
OR “bone marrow stromal cell” OR “stromal cell” OR “bone marrow cells” OR “bone
marrow cell” OR “epithelial mesenchymal transition” OR “cell transplantation” OR
“stem cell transplantation” OR “mesenchymal stem cell transplantation” OR

“‘hematopoietic stem cell transplantation” OR “peripheral blood stem cell
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transplantation” OR “MSC” OR “MSCs” OR “C-MSCs”) AND ("cell sheet" OR "cell
sheets" OR "cell aggregates" OR "clumps" OR “scaffold-free” OR “xeno-free”) AND
("periodontal disease” OR "periodontitis" OR “periodontal defect” OR “alveolar bone
loss” OR “periodontal attachment loss” OR “periodontal pocket” OR “vertical defect”
OR "furcation” OR “furcation defect’” OR “periodontal regeneration” OR “bone

regeneration” OR “periodontal healing” OR "regeneration" OR “tissue regeneration”)).

4.4 Selecao de Estudos

Dois revisores (AHM e DB) avaliaram independentemente os titulos e resumos
para determinar seu potencial de inclusao inicial. Eles foram calibrados, nesta primeira
fase, pelo uso do kappa (k) de Cohen. Além disso, manuscritos completos foram
examinados para decidir se os estudos preenchiam os critérios de inclusdo. As
discordancias foram resolvidas por discussdao com um terceiro revisor (ESR). Os
estudos selecionados que preencheram os critérios de inclusdo foram submetidos a
uma avaliacdo de validade e extracdo de dados. Os estudos excluidos e 0os motivos

de sua excluséo foram registrados.

4.5 Coleta de dados

Os dados foram extraidos independentemente por dois revisores (AHM e DB),
com discordancias resolvidas por discussao com um terceiro revisor (MH). Os autores
das publicagdes selecionadas foram contatados para esclarecer os dados ou fornecer
dados ausentes quando necessario.

Os seguintes dados foram extraidos e registrados independentemente pelos
mesmos revisores: 1) citacdo, 2) ano de publicagdo, 3) origem das células-tronco
mesenquimais 4) estado de diferenciacdo celular, 5) numero de células
transplantadas, 6) niumero de membranas de células, 7) modelo animal, 8) nUmero de

defeitos, 9) nimero de animais, 10) tipo de defeito, 11) tamanho do defeito, 12)
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localizacéo do defeito, 13) tratamento, 14) grupo controle, 15) medidas de resultado

16) conclusdes dos autores e 17) fonte de financiamento e conflitos de interesse.

4.6 Risco de viés em estudos individuais

Dois revisores independentes e calibrados (AHM e DB) avaliaram o risco de
vies de acordo com a Ferramenta do Centro de Revisdo Sistematica para
Experimentacdo com Animais de Laboratorio (SYRCLE) para avaliacdo do risco de
viés (RoB) (30). As discordancias entre os examinadores foram resolvidas por um
terceiro revisor (MH). Com base nesses dominios; viés de selecdo, viés de
performance, viés de deteccédo, viés de atrito e viés de relato, o risco de viés foi
categorizado como segue: (1) baixo risco de viés se todos os critérios forem atendidos;
(2) risco de viés incerto se um ou mais critérios forem parcialmente atendidos; ou (3)

alto risco de viés se um ou mais critérios ndo forem atendidos.
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5 RESULTADOS

5.1 Resultados da pesquisa e estudos excluidos

Um total de 3989 artigos potencialmente relevantes para esta revisdo foram
obtidos dos bancos de dados eletrénicos e busca manual. 2113 foram excluidos apés
revisdo dos titulos e resumos. Nessa primeira fase, foi observada uma excelente
concordancia entre os dois revisores independentes (k = 0,93, Figura 5.1). Os textos
completos dos 28 estudos remanescentes foram revisados (3,14-16,31-54) e, destes,
11 (31-36,52-54) foram considerados nédo elegiveis para inclusdo e seus motivos

foram relatados (Figura 5.1).

5.2 Caracteristicas do estudo

As caracteristicas dos estudos incluidos podem ser observadas em detalhes
no Quadro 5.1.

5.3 Modelos experimentais

5.3.1 Modelos animais

Sete estudos trabalharam com caes Beagle (15,39,43,46,48,49,51), cinco com
ratos (14,40,44,45,47), trés com porcos miniatura (3,16,41), um com ovelhas Merino
(50), e um com camundongos (42).

A maioria dos estudos usou um desenho de boca dividida (3,14-16,39,43,49—
51). Além disso, seis pesquisas foram realizadas com desenho paralelo (40—
42,44,45,47), e duas utilizaram os dois desenhos (46,48).
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Figura 5.1 - Diagrama de fluxo PRISMA para identificar estudos elegiveis

|

Identificacéo

Elegibilidade

[

|

Incluidos

Fonte: o autor.

Registros identificados por
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dados: MEDLINE / Pubmed
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l
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(n = 2141)
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Registros

Registros excluidos

selecionados
(n =2141)

Pontuacéao Kappa 0.93

A 4

Artigos de texto
completo avaliados

(n =2113)

para elegibilidade
(n =28)

\4

Estudos incluidos na
sintese qualitativa
(n=17)

Artigos de texto completo
excluidos, e razbes (n = 11)
Zhu et al (2017): O grupo
teste consistia em agregados
de células.

Tatsuhiro et al (2018), Zhang
et al (2016), Panduwawala et
al (2017), Wang et al (2016) e
Liu et al (2014): O modelo
animal ndo  apresentava
defeito periodontal.

Guo et al (2014) e Flores et al
(2008): Nao havia um grupo
controle sem membranas de
células.

Yu et al (2016): As células-
tronco foram avaliadas em
pré-tratamentos inflamatorios
e / ou hipdxicos de curto prazo.
Farag et al (2018) e Jiang et
al (2021): as membranas de
células foram
descelularizadas.




Quadro 5.1 — Detalhes dos estudos incluidos.

Referéncia Origem da Sistema de Diferenciacédo Modelo Grupos/ Resultados* Efeitos adversos
célula-tronco / preparacédo das celular na Animal/ Tipo de Estudo/ e outros
Tipo de Enxerto membranas de aplicacao Tipo de Acompanhament
(nimero de células/ defeito e o}
doadores) / Caracterizacéo das localizacéo
Estado de membranas de
saude dos células/
doadores / Nimero de camadas
Caracterizacéao das membranas/
das células- Scaffold e
tronco membrana?
Guo e cols, | DF-MSCSs, PDL- | 50 pg/mL Vc/ | Indiferenciadas |5 cées Beagle | Grupo teste: Andlise Histométrica: Imunoensaio
2017 MSCSs/ Microscopia de saudaveis/ Grupo DF-MSCSs | Altura do 0sso hovo (mm): turbidimétrico para
Alégeno  (n=5)/ | imunofluorescéncia, Defeitos intra- | (n=5) Grupo DF-MSCSs: 4,67 £ 0,35 mm (A) avaliar
Cées Beagle | gRT-PCR e Western Osseos de duas | Grupo PDL- Grupo PDL-MSCSs: 3,42 £+ 0,26 mm (A) complementos
(caracteristicas Blot/ paredes MSCSs (n=5) Grupo periodontal saudavel: 5,89 + 0,05 mm séricos (C3, C4),
ndo reportadas)/ | Ndo e nao. (3x3x6mm) Grupo controle: (A) imunoglobulinas
Microscopia de foram criados | Grupo periodontal | Grupo controle: 1,35 + 0,30 mm (A) (IgA, IgG, IgM) e
imunofluorescénc cirurgicamente | saudavel (n = 5) Altura do novo cemento (mm): nivel de proteina C
ia, ensaio de na face mesial | Grupo de defeitos | Grupo DF-MSCSs: 5,16 + 0,23 mm (A) reativa de

proliferacéo
celular CCK-8,
gRT-PCR e
Western Blot.

do terceiro e
quarto pre-
molares
mandibulares
bilateralmente.
Posteriormente,
ligadura de
seda retentiva
de placa
bacteriana (3-0)
foi colocada por
1 més.

ndo enxertados (n
=5)/

Boca dividida/

3 meses.

Grupo PDL-MSCSs: 3,84 £ 0,30 mm (A)
Grupo periodontal saudéavel: 6,23 £ 0,07 mm
(A)

Grupo controle: 2,03 £ 0,21 mm (A)

Juncdo epitelial (mm):

Grupo DF-MSCSs: 0,51 + 0,06 mm (A, B)
Grupo PDL-MSCSs: 0,62 + 0,08 mm (C, D)
Grupo periodontal saudavel: 1,08 £ 0,04 mm
(A, C,E)

Grupo controle: 0,66 = 0,10 mm (B, D, E)
Medidas radiograficas:

Altura do 0sso novo

Grupo DF-MSCSs: 4,11 + 0,46 (A)

Grupo PDL-MSCSs: 2,92 + 0,40 (A)

Grupo periodontal saudavel: 5,51 + 0,05 (A)
Grupo controle: 1,48 + 0,43 (A)

Regeneracdo  periodontal  completa
detectada no grupo DF-MSCSs,

juncional estendendo-se apicalmente
observada no grupo PDL-MSCSs.

enquanto
regeneracdo periodontal parcial com epitélio

complementos
circulantes e
anticorpos: Ndo
elicita respostas
imunes fortes do
hospedeiro.
Histologicamente:
nenhuma resposta
inflamatéria
significativa do
hospedeiro.

Continua
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Hasegawa e
cols, 2005

PDL-MSCSs/
Xenoégeno (n=1)/

Paciente de sexo
masculino, 20
anos, sem
periodontite/
Microscopia de
fluorescéncia
(tipo anticorpo
policlonal N,
Immunoblotting:
integrina ab,

integrina B1 e

Polimero termo-
responsivo (placas de
cultura de células
enxertadas com

PIPAAmM)/ Microscopia
de fluorescéncia,
Immunoblotting:

integrina a5, integrina
B1 e fibronectina.
Secdes histologicas de
membranas de células
HPDL coradas com
tricromo de azan e

Indiferenciadas

6 ratos
atimicos/

Os defeitos de
deiscéncia
foram
realizados
removendo
manualmente o
0SSO com um

cinzel na face
mesial do
primeiro molar
superior

Grupo teste: PDL-
MSCSs (lado
direito) (n = 3)
Grupo controle:
sitios controle com
cirurgia SHAM sem
transplante (lado
esquerdo) (n = 3)/
Boca dividida/

3 ratos, 1 semana
e outros 3 ratos, 4
semanas.

Fibras imaturas recém formadas que ancoraram
obliqguamente as superficies de dentina foram
observadas no grupo teste.
Regeneracdo de tecido semelhante ao
ligamento periodontal foi detectada no grupo
teste.

Os tecidos gengivais dos lados controle foram
destacados das superficies de dentina radicular
no grupo controle e ndo no grupo de tratamento.
Novo 0sso e anquilose com reabsor¢éo radicular
foi detectada apenas no grupo controle.
Avaliada com coloracéo H&E e Azan.

Houve anquilose
em alguns cortes
histolégicos de 3
lados
transplantados.

fibronectina. H&E/ bilateralmente.
Nao reportado/
N&o e néo.
Hu e cols, | DP-MSCSs/ 20 pg/mL Ve /|Indiferenciadas |12 porcos | Grupo teste: Analise Histométrica: N&o houve indugéo
2016 Xendgeno (n=?)/ | Contagem de células, miniatura Grupo DP-MSCSs | Porcentagem de osso no periodonto (%): de imunorejeicao.
Terceiros exame histolégico, Wuzhishan (n=8) Grupo DP-MSCSs: 17,4 + 5,3% (A)
molares microscopia eletronica consanguineos/ | Grupo de inje¢cdo | Grupo de injecao de DP-MSC: 12,8 + 4,4% (A)
impactados de transmissdo (TEM) Defeitos intra- | DP-MSC (n=8) Grupo de controle: 7,2 + 2,0% (A)
humanos normais | e microscopia O6sseos de trés | Grupo controle
foram coletados | eletrdnica de varredura paredes (n=8)/ Micro-CT:
de adultos (19-29 | (MEV)/ (5x7x3mm) Boca dividida/ Volume do osso regenerativo (mm3)
anos de idade)/ |1 camada de foram 12 semanas. Grupo DP-MSCSs: 52,7 £ 4,1 mm3 (A)
Perfil de | membrana de células confeccionados Grupo de injecdo DP-MSC: 32,4 £ 5,1 mm3 (A)
expressao de | 5-6 camadas de com broca Grupo controle: 1,8 + 2,3 mm3 (A)
moléculas de | células/ cirdrgica na
superficie, ensaio | Ndo e néo. face mesial dos Novo o0sso, nova camada semelhante ao
de fibroblastos de primeiros cemento, nova insergdo de fibras de Sharpy e
unidades molares expressao de 3-globulina humana positiva foram
formadoras  de superiores e observados no grupo DP-MSCSs e no grupo de
colbnias (CFU-F) inferiores. injecdo de DP-MSC.
e diferenciacdo 5 mm de

multilinhagem.

largura, 7 mm
de
comprimento e
3 mm de
profundidade)
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Iwata e cols, | PDL-MSCSs/ Polimero termo- | Diferenciagdo |4 caes Beagle | Grupo teste: PDL- | Analise Histométrica: N&o foi observada
2009 Autélogo  (n=4)/ | responsivo (placas de | osteoindutiva machos/ MSCSs (n=4): Epitélio juncional (mm) anquilose.
Cées Beagle | cultura de células Defeitos intra- | PDL-MSCSs +PGA | PDL-MSCSs: -0,01 + 0,12 (A)
(caracteristicas enxertadas com O0sseos de trés| membranas + Controle negativo: 0,19 + 0,51 (B)
ndo reportadas)/ | PIPAAmM)/ paredes BTCP. Regeneracéo 6ssea (%)
Ensaio de | Néo reportado/ (5x5x4mm) Controle negativo | PDL-MSCSs: 76,95 + 5,08 (A)
formacéo de |3 camadas/ foram criados | (n=4): apenas Controle negativo: 52,74 + 14,34 (A)
colénias, PGA, BTCP e néo cirurgicamente | membranas de Regeneracdo do cemento (%)
atividade de na face mesial | PGA + BTCP/ PDL-MSCSs: 78,22 + 5,50 (A)
fosfatase alcalina dos primeiros | Boca dividida/ Controle negativo: 47,69 = 11,10 (A)
(ALP), isolamento molares 6 semanas. Pontuacgéo periodontal (1-5)
de RNA e gRT- inferiores PDL-MSCSs: 4,63 = 0,25 (A)
PCR. bilaterais. Controle negativo: 3,50 + 0,41 (A)
(5x5x4mmde
profundidade, Micro-CT:
largura mésio- A analise de imagens 2D demonstrou quase
distal e largura 50% de preenchimento 6sseo no grupo controle,
vestibulo- e 0 preenchimento ésseo completo com um
lingual, espaco apropriado do ligamento periodontal no
respectivament grupo PDL-MSCSs.
e) O defeito periodontal ainda foi observado em um
modelo virtual 3D apds o periodo de cicatrizagao
de 6 semanas no grupo de controle. Por outro
lado, rebordo alveolar completamente
preenchido com osso foi observado no grupo
PDL-MSCSs.
Liang e cols, | BM-MSCSs/ 50 pg/mL Vc/ | Diferenciagdo |27 ratos SD de | Grupo teste: Micro-CT: N&o reportado
2016 Alégeno  (n=?)/ | Coloragéo H&E, | osteoindutiva 8 semanas de | Cirurgia recebida + | TMD e BV / TV de defeitos transplantados com
Ratos SD | coloragéo com idade/ BM-MSCSs (n =9) | EPC-BM-MSCSs foram  significativamente
(caracteristicas fosfatase alcalina Defeitos 0sseos | Cirurgia recebida + | maiores em relagdo aos defeitos transplantados

ndo reportadas)/
As caracteristicas
de MSC foram
avaliadas
utilizando-se
anticorpos  anti-
rato CD29-FITC,
CDA45-PE, CD90-
PE-Cy5 e CD34-
PE seguido por
citometria de
fluxo, vermelho
de alizarina S, oil
Red O.

(ALP) foi medida com o
kit de desenvolvimento
de cor de fosfatase
alcalina BCIP / NBT e
incubada em Alizarin
Red S, PCR em tempo
real/

Nao

Nao e ndo.

reportado/

intra-6sseos
(4x3x3mm)
foram
realizados
cirurgicamente
com o uso de
brocas
esféricas na
face mesial dos
primeiros
molares
superiores.

EPC-BM-MSCSs
(n=9)

Grupo controle (n =
9)

Paralelo/

6 semanas.

com BM-MSCSs e ao controle.

grupo
Andlises histologicas e morfoldgicas:
O grupo EPC-BM-MSCSs formou uma
guantidade maior de 0sso novo e muito mais
vasos sanguineos em comparacdo com 0S
outros grupos.

Continua
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Sun e cols, | H-PDL-MSCSs, |50 pg/mL Vc/ | Osthole  para |15 ratos SD | Grupo controle: Micro-CT: N&o reportado
2017 P-PDL-MSCSs/ | Coloragéo com | diferenciacéo machos/ Sem cirurgia (n = | Na reconstrugdo 3D, observa-se que P-PDL-
Xenodgeno (n=5; | fosfatase alcalina | osteoindutiva Os defeitos | 3) MSCSs apés o tratamento com Osthole
n=5)/ (ALP), coloracdo com periodontais Cirurgia sem melhorou a restauragcdo do defeito 6sseo. Em
Dentes extraidos | Alizarin Red S (ARS), (3x2mm) foram | transplante (n = 3) | contraste, P-PDL-MSCSs + DMSO néo
de humanos | gRT-PCR, andlise de confeccionados | Grupo teste: aumentou a regeneracao 0ssea.
saudaveis, com | western blot, coloragéo com uma broca | H-PDL-MSCSs + Diferenca significativa foi observada entre o
idades entre 16-| H&E, microscopio cobnica invertida | DMSO (n = 3) grupo H-PDL-MSCSs + DMSO e o grupo P-PDL-
30 anos e dentes | eletrbnico de varredura para remover o | P-PDL-MSCSs + MSCSs + DMSO; e grupo P-PDL-MSCSs +
extraidos de | (SEM)/ 0sso alveolar e | DMSO (n = 3) Osthole e grupo P-PDL-MSCSs + DMSO.
humanos com | Nao reportado/ o] cemento | P-PDL-MSCSs + O tratamento de Osthole melhorou a formagao
periodontite, com | Nao e nao. cobrindo as | Osthole (n = 3)/ da membrana de células e melhorou a formagao
idades entre 30— raizes dos | Paralelo/ 0ssea de PDL-MSCSs.
45 anos/ molares 4 semanas.
Citometria de inferiores.
Fluxo.
Takewaki e | BM-MSCSs/ 50 ug/mL Vc/ | Indiferenciado | 7 caes Beagle/ | Grupo teste: Andlise Histoldgica: Né&o reportado
cols, 2017 | Autdlogo (n=7)/|H&E, vermelho de | Diferenciagdo | Defeitos de |C-BM-MSCSs (n= |Em 8 semanas, 0 grupo submetido ao
7 cées Beagle de | alizarina S, conteudo | osteoindutiva furca Classe Il | 8): C-BM-MSCSs |transplante de C-BM-MSCSs e OIM-C-BM-
12 a 20 meses de | de calcio (kit Calcium foram cultivados em GM | MSCSs, apresentou quase toda a superficie
idade/ E-test)/ confeccionados | durante 5 dias. radicular desnudada coberta por cemento,
Indugéo Nao reportado/ com cinzéis | OIM-C-BM-MSCSs | ligamento periodontal e 0SS0.
osteogénica, Nao e ndo. 0sseos e |(n=8): C-BM- Em 12 semanas, C-BM-MSCSs e OIM-C-BM-
adipogénica ou brocas MSCSs cultivados | MSCSs atingiram o0sso alveolar maduro,
condrogénica. esféricas  nos | em OIM por 5 dias. | ligamento periodontal e cemento. As fibras de
segundos, Grupo controle (n = | Sharpey conectando o0 0sso e 0 cemento
terceiros e | 8): sem enxerto/ também foram observadas em ambos os
guartos pré- | Boca dividida e grupos.
molares paralelo/ Houve diferenca significativa entre C-BM-
inferiores 8 semanas (n=12) | MSCSs e OIM-C-BM-MSCSs apenas em 8
bilateralmente. | and 12 semanas semanas na porcentagem de area de 0Sso novo
Posteriormente, | (n=12). e densidade mineral 6éssea. Outros parametros
0s defeitos foram semelhantes.
foram
infundidos com
materiais de
impressdo  de
alginato
(Morita)  para
induzir a
inflamacéo.
Takizawa e | DP-MSCSs/ 50 pg/mL Vc/ | Diferenciagdo Ratos SD | Grupo controle (n = | Micro-CT: Nenhuma
cols, 2019 | Xenogeno (n=3)/ | Histoldgico: coloragdo | osteoindutiva machos de 6 |3): DP-MSCSs que | Diferenca significativa entre o grupo teste e o | inflamacao foi
Dentes do siso | HE, fosfatase alcalina, semanas de | foram mantidos por | grupo controle. | observada.

saudaveis
extraidos
motivos
ortodénticos (de

por

vermelho de alizarina e
coloragdo de von
Kossa. Marcadores de
células de

idade/

Ligadura
cervical do
segundo molar

4 semanas
Grupo defeito
6sseo (n = 11)
Grupo teste (n =

Grupo controle vs grupo defeito 6sseo (p <0,05)

144
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mulheres de 22 e
24 anos e de um

imunocoloracdo CD29,
CD44, CD105, CD146

superior com fio
por 4semanas.

5): os DP-MSCSs
cultivados

homem de 27|e STRO-1/ induzidos a se
anos)/ N&o reportado/ diferenciar em
Ki - 67 e vermelho | Membrana amniética e osso/
de alizarina. néo. Paralelo/
4 semanas.
Tsumanum | BM-MSCSs, Polimero termo- | Diferenciagdo |4 caes Beagle | Grupo controle Analises Histométricas: Nenhuma
a e cols, | PDL-MSCSs, AP- | responsivo (placas de | osteoindutiva machos (n=4): PGA+ Espessura do cemento recém formado (um) anquilose ou
2011 MSCSs/ cultura de células saudaveis (10 | BTCP/collagen. Grupo PDL-MSCSs: 14,37 + 4,38 (A, B) reabsorgéo
Autdlogo  (n=4)/ | enxertadas com kg)/ Grupo teste: Grupo BM-MSCSs: 7,80 = 2,67 (C) radicular foi
4 cades Beagle|PIPAAM) / Defeitos intra- | Grupo BM-MSCSs | Grupo AP-MSCSs: 3,99 * 2,64 (A) observada em
saudaveis (10 kg, | Proliferagéo de O0sseos de uma | (n=4): PGA+ Controle: 6,59 + 2,82 * (B) nenhuma das
machos)/ PDLSC/ parede BTCP/colageno + | Pontuagao periodontal (1 - 5) amostras.
Nao reportado. 3 camadas/ (5x5mm) foram | BM-MSCSs. Grupo PDL-MSCSs: 4,00 + 1,41 (A)
PGA e néo. criados Grupo PDL- Grupo BM-MSCSs: 3,38 + 0,95 (B)
cirurgicamente | MSCSs (n=4): Grupo AP-MSCSs: 2,63 + 0,48 (C)
nos lados | PGA + Controle: 1,75 + 0,96 (A)
mesial e distal | BTCP/colageno + | Taxa de regeneracdo 0ssea (%)
dos terceiros | PDL-MSCSs. Grupo PDL-MSCSs: 72,28 + 32,56 (A)
pré-molares Grupo AP-MSCSs | Grupo BM-MSCSs: 72,05 + 12,92 (B)
inferiores e na|(n=4): PGA + Grupo AP-MSCSs: 67,63 + 21,56 (C)
mesial dos | BTCP/colageno + | Controle: 67,51 + 14,26 (D)
primeiros AP-MSCSs./ Comprimento do epitélio juncional (mm)
molares Boca dividida/ Grupo PDL-MSCSs: 0,15 + 0,30 (A)
inferiores 8 semanas. Grupo BM-MSCSs: 0,49 + 0,97 (B)
bilateralmente. Grupo AP-MSCSs: 0,63 + 0,52 (C)
(5 x 5 mm de Controle: 0,64 + 0,46 (D)
profundidade,

largura mesio-
distal).

Os sinais NFP-positivos foram observados nos
dois tercos coronais do PDL regenerado apenas
PDL-MSCSs.
Os vasos sanguineos positivos para CD31
foram observados no PDL regenerado de todos

no grupo

0s grupos (dados ndo sdo mostrados).

Continua
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Tsumanum | PDL-MSCSs/ Polimero termo- | Suplementos 8 cées Beagle | Grupo controle (n = | No grupo alogénico, fibras de colageno densas | A anquilose néo

a e cols, | Autodlogo, responsivo (placas de | osteoindutivos | machos 4). PGA + B-TCP/ |encontradas aderidas perpendicularmente a |apresentou

2016 alégeno  (n=4)/|cultura de células | para produzir a|saudaveis (10 | colageno camada de tecido semelhante ao cemento. | diferengas
4 cdes Beagle | enxertadas com | membrana de|kg, 1 a2 anos)/ | Grupo teste: Nenhuma diferenca significativa nas analises | significativas entre
saudaveis (10 kg, | PIPAAM) (35 mm em | células Defeitos Grupo autélogo (n | histométricas (grupos autélogos vs alégenos). | os grupos.
machos de 1 a 2 | didmetro) (UpCell; horizontais = 4): PDL-MSCSs | Nenhuma diferenca significativa para a altura de | 8 semanas ap6s o
anos de idade)/ | CellSeed)/ foram criados | + PGA + 3-TCP / regeneracdo Ossea na Micro-CT e analises | transplante,
Citometria de | Nao reportado/ cirurgicamente | colageno histométricas. nenhuma infeccdo
fluxo, ensaio de |3 camadas/ com cinzéis | Grupo alégeno (n = | Taxa de regeneracdo do cemento no grupo |visivel, supuracéo
diferenciacéo Membrana PGA e GTR O6sseos e | 4): PDL-MSCSs + |alégeno significativamente maior do que no |ou reacdes
(diferenciacéo absorvivel. brocas PGA + B-TCP / grupo controle. | adversas foram
osteogénica e esféricas  nos | colageno/ Nenhuma diferenca significativa nas | observadas.
adipogénica) e lados mesial e |Boca dividida e concentragdes séricas de CRP, IFN-c, IL-10 ou
atividade da distal do | paralelo/ CD30 (grupos autélogos vs aldgenos).
fosfatase terceiro e | 8 semanas.
alcalina. quarto pre-

molar
mandibular.

Vaquette e | BM-MSCSs, 50 ug/mL Vc/ | Diferenciagdo | 10 ovelhas | Grupo controle (n = | Analise Histomorfométrica: Excelente

cols, 2019 |PDL-MSCSs, G-|Néo reportado/ | osteoindutiva Merino/ 10): suporte Preenchimento ésseo (%) 5 semanas integragdo da
MSCSs/ Implante de Os defeitos de | bifasico ndo Controle: 11,44 + 13,61 (A) estrutura  bifasica
Autodlogo (n=10)/ | construcdo multifasica/ deiscéncia celularizado G-MSCSs: 9,31 + 9,96 (B) com os tecidos
10 ovelhas | Policaprolactona e (6x5mm) foram | Grupos testes: BM-MSCSs: 9,49 + 6,65 (C) circundantes.
Merino membrana eletrofiada. confeccionados | G-MSCSs no PDL-MSCSs: 8,25 + 5,96 (D) Efeito adverso nao
(caracteristicas cirurgicamente | suporte bifasico (n relatado.
ndo relatadas)/ com brocas | = 10) Espessura do cemento (um) 5 semanas
Mineralizacéo esféricas BM-MSCSs no Controle: 38,84 + 15,79 (A)
com Alizarina removendo suporte bifasico (n | G-MSCSs: 71,83 + 11,37 (A)
vermelha. bilateralmente o | = 10) BM-MSCSs: 47,49 + 23,05 (B)

0sso alveolar e
o] cemento
envolvendo as
raizes do
segundo  pré-
molar inferior e
primeiro molar
(4 defeitos por
animal, 6 mm
de altura x 5
mm de largura).

PDL-MSCSs no
suporte bifasico (n
=10)/

Boca dividida/

5 semanas e 10
semanas.

PDL-MSCSs: 77,88 + 124,57 (C)

Cobertura do cemento (%) 5 semanas
Controle: 53,73 + 25,25 (A)
G-MSCSs: 64,70 £ 30,64 (B)
BM-MSCSs: 35,42 + 21,89 (C)
PDL-MSCSs: 72,28 + 26,20 (C)

Adeséo de ligamento (%) 5 semanas
Controle: 28,02 £ 10,99 (A)
G-MSCSs: 20,88 + 10,27 (B)
BM-MSCSs: 33,58 + 24,13 (C)
PDL-MSCSs: 28,94 + 8,68 (D)

Regeneracéo periodontal (%) 5 semanas
Controle: 17,21 + 13,37 (A)

G-MSCSs: 11,67 + 12,35 (B)
BM-MSCSs: 6,83 + 5,48 (C)
PDL-MSCSs: 15,38 + 4,13 (D)

o
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Preenchimento dsseo (%) 10 semanas
Controle: 13,33 £ 5,75 (A)

G-MSCSs: 11,30 + 7,19 (B)
BM-MSCSs: 21,82 + 10,78 (B)
PDL-MSCSs: 16,29 £ 5,74 (C)

Espessura do cemento (um) 10 semanas
Controle: 119,11 + 45,65 (A)

G-MSCSs: 122,46 + 65,35 (B)
BM-MSCSs: 57,58 + 17,33 (C)
PDL-MSCSs: 90,88 + 33,59 (D)

Cobertura de cemento (%) 10 semanas
Controle: 69,59 + 30,32 (A)

G-MSCSs: 73,20 + 23,95 (B)
BM-MSCSs: 102,83 + 30,41 (C)
PDL-MSCSs: 96,22 + 4,02 (D)

Adeséo de ligamento (%) 10 semanas
Controle: 43,98 + 22,13 (A)
G-MSCSs: 28,87 + 10,82 (B)
BM-MSCSs: 62,25 + 28,32 (C)
PDL-MSCSs: 79,10 + 20,22 (B)

Regeneracéo Periodontal (%) 10 semanas
Controle: 49,91 + 23,53 (A)

G-MSCsSs: 17,86 + 14,39 (B, C)
BM-MSCSs: 58,99 + 19,52 (B)
PDL-MSCSs: 62,19 + 20,01 (C)

Em 5 semanas: 10% de preenchimento 6sseo;
Em 10 semanas: 30% de preenchimento 6sseo
para todos o0s grupos, exceto G-MSCSs.
Preenchimento 6ésseo médio: 10%.

Em 5 semanas: Pouca histomorfometria
guantitativa na area ocupada pelo osso em 5 e
10 semanas. Alto nivel de deposicdo do
cemento em ambos os momentos (> 50% de
cobertura independentemente dos grupos e a
espessura do cemento estava na faixa de 50 a
100 pym).

Em 5 semanas: adeséo de ligamento em torno
de 30% para todos os grupos. Em 10 semanas:
aumento significativo para o grupo PDL-MSCSs
(grupo PDL-MSCSs significativamente superior
ao grupo G-MSCSs).
Regeneracdo periodontal, definida como a

Continua
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presenca de fibras periodontais perpendiculares
inseridas no 0sso e no cemento: Em 5 semanas:
<25% para todos os grupos; em 10 semanas:
aumentou significativamente para todos os
grupos, exceto G-MSCSs.

Wei e cols, | PDL-MSCSs/
2012 Autélogo

9

miniatura

50
Perfil

moléculas

tricromico

consanguineos
com 12 meses de
idade (peso 40—

expressao
superficie,

diferenciacéo
multi-linhagem,

Goldner, PCR em
tempo real.

20 pg / mL Ve (x 10
dias. Diferentes
concentragbes de Vc)
e placa de cultura

responsiva a
temperatura (placa
UpCell, como
controle)/

Exame histolégico,

Transmisséo
Eletrdnica Microscopia

(TEM), qRT-PCR e
Western Blot/
2 - 3 camadas/
N&o e néao.

Indiferenciadas

9 porcos
miniatura
consanguineos
de 12 meses de
idade  (40-50
kg)/

Defeitos
infradsseos
(3x7x5mm)
foram criados
com broca
cirdrgica na
face mesial dos
primeiros
molares
superiores e
inferiores. 3
mm de largura,
7 mm de
comprimento e
5 mm de
profundidade
(Liu et al,
2008)).

Grupo PDL-
MSCSs induzido
por Vc (n = 6)
Grupo PDL-
MSCSs de placa
UpCell (n =6)
Gelfoam scaffolds
+ grupo autélogo
dissociado PDL-
MSC (n = 6):
PDLSC combinado
com gelfoam/
Boca dividida/

12 semanas.

O epitélio sulcular era fino e plano em PDL-
MSCSs induzidos por Vc e PDL-MSCSs UpCell;
mas muito mais espesso em PDL-MSCSs
dissociados.

As fibras de Sharpey foram formadas em PDL-
MSCSs induzidos por V¢, PDL-MSCSs de placa
UpCell e PDL-MSC dissociados; mas irregular
no PDL-MSC dissociado.
A porcentagem de osso alveolar foi
significativamente maior em PDL-MSCSs
induzidos por Vc e PDL-MSCSs de placa UpCell
do que no PDL-MSC dissociado e
significativamente maior nos PDL-MSCSs
induzidos por Vc.

Excelente
integracdo da
estrutura bifasica
com os tecidos
circundantes.
Efeito adverso néo
relatado.

Continua
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Yang, 2019

DF-MSCSs/
Alégeno  (n=?)/
Cées Beagle de 2
meses/

Né&o reportado

50 ug/mL Vc/
Nao reportado/
Nao reportado/

TDMP, HA/B-TCP e
nao.

Indiferenciadas

4 cdes Beagle
machos

(2-5 anos)/
Defeitos intra-
6sseos de uma
parede
(5x4mm) foram
criados
cirurgicamente
na face mesial
dos quarto pré-
molares
inferiores
bilateralmente.

Grupo branco
(grupo controle),
Grupo HA / B-TCP
Grupo TDMP
Grupo DF-MSCSs
Grupo HA / B-TCP
+ DF-MSCSs
Grupo TDMP +
DF-MSCSs/

Boca dividida/

8 semanas.

Andlises Histométricas (média + DP):
Adeséo do tecido conjuntivo (mm)
Controle: 0,99 + 0,49 (A)

HA /B-TCP: 0,85+ 0,12 (B)

TDMP: 0,96 £ 0,15 (C)

DF-MSCSs: 0,90 £ 0,17 (D)

HA + DF-MSCSs: 0,74 £ 0,34 (E)
TDM + DF-MSCSs: 0,72 + 0,21 (D)

Altura de regenerac¢do do cemento (mm)
Controle: 1,12 + 0,24 (A, B, C, D, E)
HA/B-TCP: 2,32 £ 0,33 (A)

TDMP: 2,27 £ 0,37 (B, F)

DF-MSCSs: 2,20 £ 0,31 (C, G)

HA + DF-MSCSs: 2,13 + 0,47 (D, H)

TDM + DF-MSCSs: 2,79 + 0,24 (E, F, G, H)

Largura do cemento (um)

Controle: 13,58 + 6,62 (A, B, C)

HA / B-TCP: 17,39 + 7,23 (D, E)

TDMP: 13,27 £ 8,58 (F, G)

DF-MSCSs: 34,19 + 18,71 (A, D, H)

HA + DF-MSCSs: 35,46 + 18,46 (B, E, F)
TDM + DF-MSCSs: 35,26 + 17,45 (C, H, G)

Espessura periodontal (um)

Controle: 201,10 + 41,27 (A, B)

HA / B-TCP: 254,18 + 183,07 (C, D)

TDMP: 226,99 + 63,86 (E, F)

DF-MSCSs: 154,72 + 58,07 (C, E, G, H)

HA + DF-MSCSs: 130,24 + 46,82 (A, D, G)
TDM + DF-MSCSs: 136,22 + 46,48 (B, F, H)

Pequena quantidade de formag&o de 0sso novo
na parte inferior do defeito no grupo controle em

8 semanas.
As particulas de TDMP e HA / 3-TCP né&o foram
totalmente absorvidas.

Maior formacdo de osso novo nos grupos de
materiais em comparagdo com 0S grupos sem o
uso de materiais.
O tecido 6sseo era mais denso e o espacgo do
ligamento periodontal formou-se nos grupos
com DF-MSCSs em comparag¢ao com 0S grupos
sem DF-MSCSs.

N&o reportado
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Akizuki e
cols, 2015

PDL-MSCSs/
Autélogo (n=5)/
Cées Beagle
saudaveis/

N&o reportado.

Polimero termo-
responsivo (placas de
cultura de células
enxertadas com
PIPAAmM)/

Nao reportado/
1 camada/

Acido hialurénico e
nao.

Indiferenciadas

5 cdes Beagle
saudaveis/

Os defeitos de
deiscéncia (5
mm X 5 mm)

foram
preparados
cirurgicamente
na face
vestibular das
raizes mesiais
dos primeiros
molares
inferiores

bilateralmente.

Grupo controle
(n=5)
Grupo teste: grupo

PDL-MSCSs (n=5)/

Boca dividida/
8 semanas.

Andlise Histométrica

Altura do defeito

Grupo PDL-MSCSs: 4,42 + 0,25 (A)
Grupo controle: 4,39 + 0,25 (B)

Osso novo
Grupo PDL-MSCSs: 0,70 + 0,79 (A)
Grupo controle: 0,26 + 0,58 (B)

Novo cemento
Grupo PDL-MSCSs: 2,42 + 1,29 (A)
Grupo controle: 1,78 + 0,93 (A)

Adeséo do tecido conjuntivo
Grupo PDL-MSCSs: 3,59 + 0,36 (A)
Grupo controle: 3,50 £ 0,35 (B)

No grupo controle, nem 0sso nem cemento foi
formado em quatro defeitos. Nessas amostras
de controle, o tecido conjuntivo existia adjacente
a superficie da raiz desnudada. A orientacao do
tecido conjuntivo adjacente a superficie
radicular era paralela a superficie da raiz.
No grupo teste, regeneracdo do tecido
periodontal com formacédo de 0sso, cemento e
ligamento periodontal foi observada em trés dos
cinco defeitos. Além disso, se observou nesse
mesmo grupo fibras de colageno inseridas
perpendicularmente no osso recém formado e
no cemento e também ligamento periodontal
recém formado com ricos vasos capilares.

Sem efeitos
adversos.

Os sinais de
anquilose eram
observados em
alguns espécimes

Dan e cols,
2014

PDL-MSCSs, AP-
MSCSs, G-
MSCSs /
Xenégeno (n=?)/
Terceiro molar de
uma mulher de 25
anos/
Mineralizacéo

(coloragéo de
Von Kossa),
formagéo de
hidroxiapatita,

coloracdo  com
Vermelho de
alizarina S e
expressao de
RNAmM da

Polimero termo-
responsivo (placas de
cultura de células
enxertadas com
PIPAAmM)/

Nao reportado/
Nao reportado/

CaP-PCL scaffold e
membrana de PCL.

Diferenciacdo
osteoindutiva

30 ratos
atimicos
(Rattus
norvegicus,
Strain-CBH-rnu
/ Arc)/

O modelo de

defeito da
fenestracéo
periodontal (3 x
15 mm) foi
criado

cirurgicamente
nas raizes dos
primeiros
molares
inferiores.

Grupo controle:
Grupo em branco
(n = 6): defeito
sozinho

Grupo scaffold (n =
6): defeito com o
scaffold CaP-PCL
Grupo teste:
Grupo PDL-
MSCSs (n = 6):
PDL-MSCSs +
CaP-PCL scaffold
G-MSCSs (n = 6):
G-MSCSs + CaP-
PCL scaffold
AP-MSCSs (n = 6):
AP-MSCSs + CaP-
PCL scaffold/

Formagéo de 0SSO0 novo
Em 4 semanas, os grupos scaffold, AP-MSCSs
e PDL-MSCSs tinham uma porcentagem
significativamente maior de cobertura 6ssea em
comparacdo com o grupo em branco. Nenhuma
diferenga significativa foi encontrada entre o
grupo G-MSCSs e o grupo em branco. As
membranas G-MSCSs ndo promoveram a
regeneracdo periodontal e inibiram a formagéo
Ossea dentro do scaffold CaP-PCL.

Nova formacgéo de cemento:
Em 4 semanas, os grupos AP-MSCSs e PDL-
MSCSs geraram mais cemento do que 0s outros
grupos. Os grupos em branco e G-MSCSs nédo
regeneraram cemento.
Formagdo de novo ligamento periodontal:
Os grupos em branco e G-MSCSs nédo geraram

N&o reportado
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Bonesialoprotein
a.

Paralelo/
1 e 4 semanas.

fibras do ligamento periodontal orientadas (> 60
°). Em 4 semanas, os grupos PDL-MSCSs
tinham fibras do ligamento periodontal mais
funcionalmente orientadas do que todos os
outros grupos. O grupo AP-MSCSs exibiu fibras

do ligamento periodontal significativamente
mais bem orientadas do que o grupo em branco.
Ding e cols, | PDL-MSCSs/ 40 mg de hidroxiapatita | Indiferenciadas | 15 porcos | Grupo controle (n = | Porcentagens de osso periodontal Sem efeitos
2010 Autdlogo, / fosfato tricalcico (HA / miniatura 6): apenas com Grupo controle: 10,1% * 2,2% (A, B, G) adversos. Sem
alégeno  (n=?)/ | TCP)/ Wuzhishan terapia periodontal | Grupo HA / TCP: 8,3% = 1,9% (C, D, H) rejeicdes
Porcos miniatura | N&o reportado/ fémeas/ inicial Grupo autélogo PDL-MSCSs: 38,6% =+ 2,3% (A, | imunoldgicas.
consanguineos 2 camadas/ Defeitos Grupo HA/TCP (n | C, E)
Wuzhishan HA/TCP scaffold e periodontais =6): HA/TCP Grupo alégeno PDL-MSCSs: 35,7% + 2,8% (B,
fémeas e | membrana de gelatina. (3x7x5mm) scaffolds. D, F)
Guizhou machos foram criados | Grupo autélogo Grupo de pPDLCs autélogos: 18,9% =+ 3,3% (E,
(minipig; 6 a 8 cirurgicamente |PDL-MSCSs(n= |F, G, H)
meses de idade, na regido | 6): PDL-MSCSs
peso 30-40 kg)/ mesial dos | autdlogos + HA / O osso alveolar nos grupos autélogo e alogénico
Citometria de primeiros TCP scaffolds. PDL-MSCSs foi recuperado para niveis quase
fluxo, molares Grupo alégeno normais de acordo com a tomografia
diferenciacéo superiores e | PDL-MSCSs (n = | computadorizada.
osteogénica e inferiores. 6): PDL-MSCSs A coloracdo H&E mostrou que 0 novo 0sso,
adipogénica Posteriormente, | alégenas de cemento e ligamento periodontal foram
o fio de seda 4- | porcos miniatura regenerados em ambos os grupos autédlogo e
0 foi suturado | Guizhou alogénico PDL-MSCSs.
ao redor da|masculinos+HA/ |A profundidade de sondagem, recesséo
porcéo cervical. | TCP scaffolds gengival e perda de insercdo foram
(3 mm de|Grupo de células significativamente melhoradas em grupos PDL-
largura, 7 mm | PDL heterogénicas | MSCSs alogénicos ou PDL-MSCSs autélogos
de autélogas em comparagdo com grupos de controle HA /
comprimento e | (pPDLCs) (n=6): | TCP e PDLCs aut6logos.
5 mm de | membranas de
profundidade) | pPDLCs autologas
(Liu 2008). +HA/TCP
scaffolds/
Paralelo/
12 semanas.
Raju e cols, | PDL-MSCSs /| Polimero termo- | Indiferenciadas | Camundongos | Grupo controle: | Micro-CT: N&o reportado
2020 Xendgeno (n=?)/ | responsivo (UpCell fémeas Grupo de tecido | O volume do 0sso regenerado (volume do 0sso
Ratos SD | dish)/ CB17/lcr- periodontal natural: |/ volume do tecido; BV / TV) ndo apresentou
machos com 4-5| Observagéo scid/scid/ sem defeito | diferenca significativa entre o grupo controle e o
semanas de | morfolégica por Defeitos periodontal (n = 4) | grupo do complexo de membranas de células.
idade microscopio optico e periodontais Grupo de defeito | No entanto, esse Ultimo grupo foi
(caracteristicas estereomicroscopio, (2x0,5x1,5mm) | periodontal: defeito | significativamente maior do que o grupo PDL-
ndo reportadas)/ | analise foram criados | periodontal no dia 1 | MSCSs e controle.

Morfologia celular
por microscopio

imunohistoquimica,
hibridizac&o

cirurgicamente

no

0SSO0

(n =
Grupo

4)
controle:

Alta formacdo de matriz mineralizada com um
espaco PDL apropriado foi observada em cortes

Continua
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de luz, PCR
semiquantitativa
para identificagéo
dos genes
relacionados a
cada tipo de
célula.

fluorescente in situ
(fiSH), coloracdo com
vermelho de alizarina/
1 camada de
membranas de células
de MC3T3-El e 1
camada de PDL-
MSCSs/

Nao e ndo.

palatino dos

primeiros
molares
superiores. (2
mm de

comprimento X
0,5 mm de
largura x 1,5
mm de
profundidade).

defeito periodontal
sem transplante de
membranas de
Células apbés 8
semanas (n = 6)
Grupo teste:
Grupo PDL-
MSCSs: apenas
PDL-MSCSs (n =6)
Grupo do complexo
de membranas de
células (2X):
membranas de
células MC3T3-E1
+ PDL-MSCSs (n =

coronais 3D nas porgbes anterior, média e
posterior do dente e no local da lesédo no grupo
do complexo de membranas de células e grupo
de tecido periodontal natural. Em contraste, a
recuperagdo parcial dos defeitos com tecido
mineralizado foi observada nos grupos controle
e PDL-MSCSs.

Andlise histoldgica:

A coloragéo por H&E revelou fibras semelhantes
a PDL e formacao de tecido semelhante a 0sso
no grupo do complexo de membranas de
células. A coloracdo de Tricromo de Azan
mostrou conexdes funcionais de fibras
semelhantes a PDL a superficie da raiz

6)/ semelhante ao PDL natural.
Paralelo/
8 semanas.

* As mesmas letras indicam diferenca estatisticamente significativa (p <0,05)

MSCSs, membranas de células-tronco mesenquimais

AP-MSCSs, MSCSs periosteais alveolares; BM-MSCSs, MSCSs da medula 6ssea; BV, volume 6sseo, BTCP, fosfato B-tricalcio poroso
C-BM-MSCSs, aglomerados de um complexo BM-MSCSs / matriz extracelular (ECM)

DF-MSCSs, MSCSs do foliculo dentério; DP-MSCSs, MSCSs da polpa dentaria; DMSO, dimetilsulfoxido

EPC, células progenitoras endoteliais

G-MSCSs, MSCSs gengivais; GM, meio de crescimento; GTR, regenerac¢éo tecidual guiada

HA / B-TCP, hidroxiapatita e fosfato tricalcico; H-PDL-MSCSs, MSCSs do ligamento periodontal saudavel; H&E, hematoxilina e eosina
Micro-CT, micro tomografia computadorizada; MSC, células-tronco mesenquimais

OIM, meio osteoindutivo

PCL, policaprolactona; PDL, ligamento periodontal; PDL-MSCSs, MSCSs do ligamento periodontal; PGA, tecido de &cido poliglicélico; PIPAAm, polimero poli (N-isopropilacrilamida); P-
PDL-MSCSs, ligamento periodontal MSCSs com periodontitis

gRT-PCR, reacéo em cadeia da polimerase quantitativa em tempo real

Ratos SD, ratos Sprague-Dawley;

TDMP, particulas tratadas da matriz de dentina; TMD, densidade mineral do tecido; TV, volume de tecido

V¢, vitamina C

Fonte: o autor.

Zs
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5.3.2 Modelos experimentais de defeito

Variabilidades na morfologia do defeito foram observadas entre os estudos. A
maioria dos defeitos foi criada cirurgicamente (3,14-16,39-46,48-51), dos quais, além
da cirurgia, dois estudos usaram ligadura de seda retentiva de placa bacteriana
(41,43) e outros materiais de impressao de alginato (46) para induzir um
microambiente inflamatdrio. Por outro lado, um estudo utilizou apenas ligaduras de fio

metalico para a confec¢cdo do modelo do defeito 6sseo alveolar (47).

5.4 Membranas de células-tronco mesenquimais e scaffolds

Foram utilizados enxertos autélogos (3,15,39,46,49,50), al6genos (43,44,51) e
xenbégenos (14,16,40,42,45,47). Apenas dois estudos utilizaram transplantes
autdlogos e alogenos (41,48). Além disso, cinco fontes diferentes de MSCSs foram
descritas. Entre eles, DF-MSCSs foram usados em dois ensaios (43,51). PDL-MSCSs
foram utilizados em doze estudos (3,14,15,39-43,45,48-50). DP-MSCSs foram
usados em dois estudos (16,47). BM-MSCSs foram usados em quatro ensaios
(44,46,49,50). Finalmente, AP-MSCSs (40,49) e G-MSCSs (40,50) foram utilizados
em dois estudos.

Em relacdo ao protocolo de inducéo de células, a maioria dos estudos utilizou
vitamina C (Vc) (3,16,43,44,46-51). Outros usaram placas de cultura tratadas com
polimero termicamente reativo (3,14,15,39,40,42,48). Além das membranas de
células-tronco, metade de todos os estudos usaram scaffolds (15,39-41,47,51). Alias,
um estudo destacou os melhores resultados na regeneragdo 6ssea periodontal
obtidos por PDL-MSCSs induzidos por Vc em comparac¢do com a técnica responsiva

a temperatura (3).

5.5 Efeitos adversos
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Cinco estudos relataram auséncia de inflamacéo local (39,41,43,47,50). Trés
estudos nao revelaram imunorejeicéo (16,41,43). Em relacdo a anquilose como efeito
colateral no grupo de tratamento, ndo foi observada em dois estudos (15,49). Ao
contrério, trés estudos relataram anquilose em cortes histoldgicos (14,39,48). Outros
estudos falharam em relatar informacdes sobre a seguranca da intervencao
(3,40,42,44-46,51).

5.6 Avaliacdo da qualidade do estudo e risco de viés

De acordo com a ferramenta para avaliar risco de viés (RoB) da SYRCLE, 170
entradas foram obtidas a partir das dez perguntas de sinalizacéo relevantes. Destes,
44% das entradas revelaram um RoB baixo, 55% um RoB incerto e 1% um RoB alto
(Quadro 5.2).

Em relacdo a avaliagdo do viés de selecdo no item 1, seis estudos foram
considerados com baixo RoB (3,16,41,45,46,51). Eles apenas mencionaram uma
geracdo de sequéncia aleatéria, mas falharam em relatar qual método de
randomizacao foi aplicado.

Todos os estudos em animais apresentaram baixo RoB no dominio das
caracteristicas basais que pertencem ao Iltem 2. Na primeira pergunta de sinalizacédo
adicional, quatro estudos foram considerados como RoB incerto (3,40,42,50) devido
a falta de informacdes importantes relacionadas as caracteristicas dos animais, como
sexo, idade e peso.

No item 3, todos os estudos foram considerados como tendo um RoB incerto
porque eles ndo relataram nenhuma ocultacéo de alocacao.

Ao considerar a avaliagdo de viés de performance, todos os estudos foram
determinados como incerto para alojamento aleatorio e cegamento do investigador
pelo conhecimento de qual intervencdo cada animal recebeu no item 4 e 5,
respectivamente. Da mesma forma, o item 6, que avalia se 0s animais foram
selecionados aleatoriamente para avaliagao dos resultados, todos os estudos foram
considerados como tendo um RoB obscuro. Além disso, a maioria dos estudos no item

7 indicou RoB Incerto. Por outro lado, quatro estudos apresentaram baixo RoB
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(15,39,48,49) devido ao cegamento do avaliador do desfecho; no entanto, todos eles
nao referiram o método para assegura-lo.

Com relagéo ao viés de atricdo, quase todos os estudos apresentaram baixo
RoB para dados de desfecho incompletos no item 8. Ao contrario, apenas um estudo
foi avaliado incerto (48). O item 9, que analisa o viés de relato, foi respondido como
Sim em todos os estudos e, consequentemente, um RoB baixo. A maioria dos estudos
aparentemente estava isenta de outros problemas que poderiam resultar em alto RoB,

conforme mostrado no item 10.



Quadro 5.2 - Avaliacao do risco de viés dos estudos pré-clinicos incluidos usando a ferramenta SYRCLE

Ferramenta SYRCLE para avaliar
o risco de viés em estudos em
animais

Estudos

LT0C ONS

G002
emebaseH

9T0C NH

600¢ erem|

910z Buel

/LTOC uns

102
emae L

6T0C
emeziye|

T10¢
ewnuewns]

9T0C
BwNUBWNS |

6TOZ @lanbep

¢102 19\

6T0Z BueA

GTO0C MNZIMY

¥10¢ ued

otoz buia

020z nley

A sequéncia de alocacao foi
gerada e aplicada
adequadamente?

Incerto

Incerto

Sim*

Incerto

Incerto

Sim*

Sim*

Incerto

Incerto

Incerto

Incerto

Sim*

Sim*

Incerto

Incerto

%
3

Incerto

* Os investigadores
descreveram um componente
aleatério no processo de
geracao de sequéncia, como:
Referindo-se a uma tabela de
ndmeros aleatdrios;
Usando um gerador de nlmeros
aleatorios de computador.

N&o

Nao

Nao

Nao

N&o

Os grupos foram semelhantes
no inicio do estudo ou foram
ajustados para fatores de
confusdo na analise?

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Incerto

* A distribuicao das
caracteristicas relevantes no
baseline foi balanceada para os
grupos de intervencdo e
controle?

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Incerto

Incerto

Sim

Sim

Incerto

Yes

Incerto

* Se relevante, os investigadores
ajustaram adequadamente a
distribuicéo desigual de algumas
caracteristicas relevantes do
baseline na analise?

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Incerto

Sim

Sim

Sim

Incerto

* O momento da inducdo da
doenca foi adequado?

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

A alocacdo aos diferentes
grupos foi ocultada de forma
adequada durante o processo?

Incerto

Incerto

Incerto

Incerto

Incerto

Incerto

Incerto

Incerto

Incerto

Incerto

Incerto

Incerto

Incerto

Incerto

Incerto

Incerto

Incerto

Continua
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* O investigador que alocou os
animais para o0 grupo de
intervencdo ou controle nao
pode prever a atribuicdo devido
a um dos seguintes métodos ou
métodos equivalentes?
Codificagdo de terceiros da
randomizacao central de
alocacdo do grupo experimental
e controle por um terceiro
Envelopes selados opacos,
numerados sequencialmente.

Incerto

Incerto

Incerto

Incerto

Incerto

Incerto

Incerto

Incerto

Incerto

Incerto

Incerto

Incerto

Incerto

Incerto

Incerto

Incerto

Incerto

Os animais foram alojados
aleatoriamente durante o]
experimento?

Incerto

Incerto

Incerto

Incerto

Incerto

Incerto

Incerto

Incerto

Incerto

Incerto

Incerto

Incerto

Incerto

Incerto

Incerto

Incerto

Incerto

* Os autores colocaram
aleatoriamente as gaiolas ou
animais dentro da sala /
instalacéo dos animais?
Os animais foram selecionados
aleatoriamente durante a
avalia¢é@o dos resultados.

Incerto

Incerto

Incerto

Incerto

Incerto

Incerto

Incerto

Incerto

Incerto

Incerto

Incerto

Incerto

Incerto

Incerto

Incerto

Incerto

Incerto

* E improvavel que o resultado
ou a medicao do resultado tenha
sido influenciado por nédo alojar
os animais aleatoriamente?

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Os cuidadores e / ou
investigadores ficaram cegos
guanto ao conhecimento de qual
intervencao cada animal
recebeu durante o experimento?

Incerto

Incerto

Incerto

Incerto

Incerto

Incerto

Incerto

Incerto

Incerto

Incerto

Incerto

Incerto

Incerto

Incerto

Incerto

Incerto

Incerto

* Foi garantido o cegamento dos
cuidadores e investigadores, e
foi improvavel que o cegamento
pudesse ter sido quebrado?

Incerto

Incerto

Incerto

Incerto

Incerto

Incerto

Incerto

Incerto

Incerto

Incerto

Incerto

Incerto

Incerto

Incerto

Incerto

Incerto

Incerto

Os animais foram selecionados
aleatoriamente para avaliacdo
dos resultados?

Incerto

Incerto

Incerto

Incerto

Sim

Incerto

Incerto

Incerto

Incerto

Incerto

Incerto

Incerto

Incerto

Incerto

Incerto

Incerto

Incerto

Continua
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* Os investigadores escolheram
aleatoriamente um animal
durante a avaliacdo do resultado
ou usaram um componente
aleatério na geragdo da
sequéncia para avaliacdo do
resultado?

Incerto

Incerto

Incerto

Incerto

Sim

Incerto

Incerto

Incerto

Incerto

Incerto

Incerto

Incerto

Incerto

Incerto

Incerto

Incerto

Incerto

O avaliador do resultado ficou
cego?

Incerto

Incerto

Incerto

Sim

Incerto

Incerto

Incerto

Incerto

Sim

Sim

Incerto

Incerto

Incerto

Sim

Incerto

Incerto

Incerto

* O cegamento do avaliador de
resultados foi garantido e foi
improvavel que o cegamento
pudesse ter sido quebrado?

Incerto

Incerto

Incerto

Sim*

Incerto

Incerto

Incerto

Incerto

Sim*

Sim*

Incerto

Incerto

Incerto

Sim*

Incerto

Incerto

Incerto

* O avaliador do resultado néo foi
cegado, mas os autores da
revisao julgam que o resultado
provavelmente ndo sera
influenciado pela falta de
cegamento?

Incerto

Incerto

Incerto

Incerto

Incerto

Incerto

Incerto

Incerto

Incerto

Incerto

Incerto

Incerto

Incerto

Os dados dos resultados
incompletos foram tratados de
forma adequada?

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Incerto

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Incerto

* Todos o0s animais foram
incluidos na analise?

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Incerto

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Incerto

* As razOes para a falta de dados
do resultado provavelmente ndo
estavam relacionadas ao
resultado  verdadeiro?  (por
exemplo, falha técnica)

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

* Os dados de resultados
perdidos foram balanceados em
ndmeros entre os grupos de
intervencao, com motivos
semelhantes para dados
perdidos entre os grupos?

Incerto

Incerto

Incerto

Incerto

Incerto

Incerto

Incerto

Incerto

Incerto

Incerto

Incerto

Incerto

Incerto

Incerto

Incerto

Incerto

Incerto

* Os dados de resultados
ausentes foram  imputados
usando métodos apropriados?

Incerto

Incerto

Incerto

Incerto

Incerto

Incerto

Incerto

Incerto

Incerto

Incerto

Incerto

Incerto

Incerto

Incerto

Incerto

Incerto

Incerto
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Conclusao

9| Os relatérios do estudo sédo Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim
isentos de relatos seletivos de
desfecho?
* O protocolo do estudo estava| Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim

disponivel e todos os resultados
primarios e secundarios pré-
especificados do estudo foram
relatados no manuscrito atual?

* O protocolo do estudo ndo| Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim
estava disponivel, mas estava
claro que o relatério publicado
incluia todos os resultados
esperados (ou seja, métodos de
comparacdo e secdo de
resultados)?

1| O estudo estava aparentemente | Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim Nao Sim Sim Sim Sim
0| livre de outros problemas que
poderiam resultar em alto risco

de viés?
Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim Né&o Sim Sim Sim Sim
* O estudo estava livre de
contaminacao  (pooling de
drogas)?
~ o Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim
* O estudo ndo teve influéncia
inadequada dos financiadores?
* O estudo estava livre de erros Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim Né&o Sim Sim Sim Sim
de unidade de andlise?
Nao Nao Nao Nao Nao Nao Nao Nao N&o Nao Nao Nao Nao Nao Nao Nao Nao

* Os riscos de desenho
especificos do projeto estavam
ausentes?

v Eorm  ecldorEchs  Roves Incerto | Incerto | Incerto | Incerto | Incerto | Incerto | Incerto | Incerto | Incerto | Incerto | Incerto | Incerto | Incerto | Incerto Incerto Incerto | Incerto

animais aos grupos de controle e
experimental para substituir os
drop-outs da populacao original?

* O item 1 foi respondido como Sim*, quando a alocagdo aleatdria foi comentada, mas ndo especificou qual processo de geragao de sequéncia foi seguido.

O item 2 foi respondido como Sim quando duas ou mais das perguntas de sinaliza¢do adicionais foram respondidas como Sim. A primeira questdo de sinalizagdo foi julgada com
base no fato dos autores mencionarem ou ndo as principais caracteristicas do animal, como sexo, idade e peso.

O item 3 foi determinado de acordo com a pergunta de sinalizagdo Unica.
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O item 4 foi julgado como pouco claro se uma das duas perguntas sinalizadoras foi respondida como Incerto.

Os itens 5 e 6 foram avaliados de acordo com a pergunta de sinalizagdo Unica.

O item 7 foi respondido como Sim, se uma das duas perguntas de sinalizagdo foi respondida como Sim.

A primeira pergunta de sinalizagdo foi avaliada como Sim*, quando o cegamento do avaliador do resultado foi mencionado, mas ndo referiu a maneira de fazé-lo.

O item 8 foi determinado como Sim, se duas ou mais das duas perguntas de sinalizacdo foram respondidas como Sim; quando trés das perguntas de sinalizagdo ndo eram claras, o
item principal era classificado como Incerto.

O item 9 foi julgado como Sim, quando uma das duas perguntas de sinalizagao foi respondida como Sim.

O item 10 foi determinado como Sim ou N&o, se a maioria das perguntas de sinalizagdo foram respondidas como Sim ou N&o, respectivamente.

Fonte: o autor.
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5.7 Efeito das intervencdes

5.7.1 Efeito das membranas de células-tronco mesenquimais

Em relag&o ao potencial das MSCSs, as PDL-MSCSs produziram regeneragao
do cemento, formacdo Ossea e alto escore periodontal, que avalia a densidade e
adesao das fibras periodontais (55), em um modelo de deiscéncia bilateral (14) e
defeitos intra-6sseos de trés paredes (15). Por outro lado, em um modelo de defeito
horizontal, PDL-MSCSs autélogo, PDL-MSCSs alégeno e grupo controle nao diferiram
na regeneracdo 0ssea e no escore periodontal (48). Neste estudo, o grupo alégeno
PDL-MSCSs apresentou maior taxa de regeneracdo do cemento do que 0 grupo
controle (48). Outro estudo, em modelos de defeitos cronicos, revelou os melhores
resultados para regeneracdo periodontal de grupos PDL-MSCSs autdlogos e
alégenos em comparacdo a todos os outros grupos, sem diferenca entre eles (41).
Parametros clinicos como profundidade de sondagem, recessao gengival e perda de
insercdo também melhoraram significativamente apds 12 semanas de transplante
(41). E importante mencionar que a criopreservacdo ndo afetou as propriedades
biologicas e imunoldgicas dos PDL-MSCSs (41).

Akizuki et al. relataram, em defeitos de deiscéncia, uma quantidade
estatisticamente maior de novo cemento no grupo PDL-MSCSs em comparagdo com
o grupo controle. O primeiro apresentava fibras de colageno inseridas
perpendicularmente ao osso neoformado e ao cemento e, a0 mesmo tempo,
observava-se um ligamento periodontal neoformado com vasos capilares ricos (39).
Da mesma forma, PDL-MSCSs tinham mais fibras do ligamento periodontal
funcionalmente orientadas (> 60°) do que os grupos AP-MSCSs, G-MSCSs, branco e
scaffold (40).

Além disso, melhores resultados na regeneracdo 0ssea foram observados no
grupo H-PDL-MSCSs + DMSO e no grupo P-PDL-MSCSs + Osthole quando
comparados ao grupo P-PDL-MSCSs + DMSO (45). Outro estudo animal mostrou
maior regeneracdo do cemento, maior regeneracao 6ssea, maior escore periodontal
no grupo PDL-MSCSs em comparacédo com BM-MSCSs, AP-MSCSs e grupo controle
em defeitos intra-0sseos de uma parede (49). No entanto, Vaquette et al.



62

demonstraram resultados semelhantes no grupo PDL-MSCSs e no grupo BM-MSCSs
e diferenca significativa quando comparados com o grupo G-MSCSs (p <0,05). Todos
eles sob um suporte bifasico (dois compartimentos) (50). Outro estudo demonstrou
gue G-MSCSs ndo promoveu a regeneracao periodontal e inclusive inibiu a formacao
0ssea dentro do arcabouco CaP-PCL (40).

Além disso, os PDL-MSCSs mostraram epitélio sulcular mais fino e plano, as
fibras de Sharpey com melhor orientagédo e maior porcentagem de 0sso periodontal
do que os scaffolds de Gelfoam mais PDL-MSC dissociados (3).

Raju et al. fabricou um complexo tridimensional de membranas de células
composta por membranas celulares osteoblasticas de camundongo (MC3T3-E1) e
PDL-MSCSs (42). Este complexo demonstrou ser superior em volume de 0Sso
regenerado em comparacao ao grupo PDL-MSCSs e aos trés grupos controle: grupo
sem defeito periodontal, grupo com defeito periodontal no dia 1 e grupo com defeito
periodontal apds 8 semanas (42). Além disso, o grupo de membranas de células
complexas revelou fibras semelhantes a PDL e formacédo de tecido semelhante ao
0sso0 no grupo de membranas de células complexas com conexdes funcionais de
fibras semelhantes a PDL a superficie da raiz similar ao ligamento periodontal natural
(42).

DF-MSCSs exibiu melhores propriedades do que PDL-MSCSs em um ambiente
inflamatério induzido de defeitos intra-6sseos de duas paredes, mostrando
regeneracado periodontal completa, incluindo ligamento periodontal, cemento e
estrutura 0ssea (43,51). Além disso, a espessura do cemento e a largura da estrutura
periodontal nos grupos com DF-MSCSs foram significativamente maiores do que
aqueles sem DF-MSCSs (51).

Novo 0sso, nova camada semelhante ao cemento, nova adesao de fibras de
Sharpey e expressdo positiva de B-globulina humana, a qual € necesséria para a
funcéo de transporte de oxigénio dos eritrocitos, o que caracteriza um microambiente
em regeneracao, foram observados no grupo de injecdo de DP-MSC e no grupo de
DP-MSCSs. Por outro lado, o grupo DP-MSCSs apresentou maior volume de 0sso
regenerativo e maior porcentagem de 0sso no periodonto do que o grupo com injecao
de DP-MSC (16). Além disso, no grupo DP-MSCSs, que foi submetido a um meio
osteoindutor, foi observado um crescimento significativo de tecido semelhante ao 0sso
em comparacdo com o grupo de defeito 6sseo e controle no transplante de defeito

periodontal (47).
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Os grupos de células progenitoras endoteliais (EPCs) -BM-MSCSs e BM-
MSCSs demonstraram que aumentam a regeneragao e vascularizacdo 6ssea, mas o
primeiro mostrou-se significativamente maior (44). Além disso, osso alveolar maduro,
ligamento periodontal e cemento foram detectados em ambos os grupos C-BM-
MSCSs e OIM-BM-MSCSs (46). Por fim, considerando as MSCSs de AP, obtiveram

valores semelhantes ao grupo controle (49).

5.7.2 Efeito de intervenc¢des adicionais para MSCSs

Algumas estratégias foram utilizadas além das membranas de células-tronco
com foco na otimizacdo da regeneracao periodontal. EPCs e BM-MSCSs foram co-
cultivados na proporc¢éo de 1: 1, potencializando a regeneracao periodontal (44). Além
disso, os P-PDL-MSCSs apés o tratamento com Osthole aumentaram a restauracao
do defeito 6sseo (45). Finalmente, um estudo implantou uma construcao multifasica.
Os resultados da regeneracédo periodontal avaliados aqui demonstraram ser melhores
nos grupos BM-MSCSs e PDL-MSCSs em comparagao com G-MSCSs. No entanto,

nao houve diferenca com o grupo controle (50).
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6 DISCUSSAO

6.1 Resumo dos principais resultados

A presente revisdo sistematica mostrou que as MSCSs podem aumentar a
regeneracao periodontal em modelos animais de defeito periodontal, fornecendo uma
estratégia promissora para aumentar a nova formacdo do tecido periodontal. As
MSCSs proporcionaram maior regeneracado do cemento, formacao 6ssea e formacao
de tecido semelhante ao ligamento periodontal quando comparadas com os controles.

A tecnologia de membrana celular é uma estratégia de alto nivel na medicina
regenerativa periodontal. Ela permite manter a matriz extracelular intacta apos o
autodesprendimento, cedendo as estruturas semelhantes a tecidos tridimensionais e
permitindo o transplante diretamente em sitios de tecido alvo sem a necessidade de
sutura ou uso de scaffolds e transporte de biomateriais. Usando esta estratégia em
células-tronco mesenquimais, as MSCSs, tém beneficios terapéuticos adicionais,
como capacidade de diferenciacdo multiinhagem, o que leva a uma substituicdo
tecidual e melhoria da recuperacdo do tecido por meio de sinalizacdo paracrina,
utilizando as diversas citocinas secretadas (56).

Assim, a fim de avaliar os resultados relacionados a qualidade dos tecidos
neoformados induzidos pelas estratégias regenerativas de células-tronco,
observamos a presenca de novo 0sso, nova camada semelhante ao cemento,
insercao e disposicao de fibras, bem como expressao de -globina humana, para cada
estudo (3,14-16,43-51).

N&o foram observadas diferengas entre MSCSs al6genas e autdlogas (41,48).
Além disso, os grupos PDL-MSCSs utilizando placa de cultura termo-responsiva ou
vitamina C, para inducdo das membranas de células, demonstrou ser superior ao
grupo PDL-MSC autélogo dissociado para regeneracao periodontal. No entanto, o
grupo das PDL-MSCSs induzida por vitamina C apresentou maior formacgéo de 0sso
novo (3).

Hu et al. mostraram novo 0sso, nova camada semelhante ao cemento e nova
adeséao de fibras de Sharpey tanto no grupo de injecdo de DP-MSC quanto no grupo

de DP-MSCSs. Além disso, a porcentagem e o volume do osso regenerado foram
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significativamente maiores no ultimo grupo, demonstrado por medidas histométricas
e micro-CT (16).

AP-MSCSs e G-MSCSs nao potencializaram a regeneracdo periodontal,
apresentando resultados semelhantes em comparacao ao grupo controle (40,49,50).

Em relacdo a resposta imunoldgica adversa as estratégias, cinco estudos néao
relataram resposta inflamatéria local (39,41,43,47,50) e trés estudos nao relataram
nenhum tipo de imunorejeicdo (16,41,43). Esses achados estdao de acordo com a
literatura e podem estar relacionados as j& demonstradas propriedades
imunomoduladoras das células-tronco mesenquimais, considerando a auséncia de
expressado de fatores co-estimuladores imunes, suportando a baixa imunogenicidade
e mecanismos imunossupressores. E definitvamente uma questdo critica na
bioengenharia de tecidos, estabelecendo a seguranca do MSC com a técnica de

membranas de células (23,57-60).

6.2 Comparagdo com estudos anteriores

Uma revisdo sistematica anterior mostrou que PDL-MSC e DP-MSC foram as
fontes mais comuns de onde as células-tronco foram isoladas (25). Outra revisao preé-
clinica em modelos ortotopicos demonstrou que BM-MSC e PDL-MSC foram os mais
utilizados (26). Da mesma forma, de acordo com nossos achados, o MSC mais comum
empregado com a tecnologia de membrana de células em um modelo animal com
defeito periodontal foi PDL-MSCSs (3,14,15,39-43,45,48-50) seguido por BM-
MSCSs (44,46,49,50).

Uma revisdo sistematica, que avaliou principalmente DP-MSCs, afirmou que
mais regeneracédo 0ssea foi alcancada com a técnica de membrana de células do que
com injecdo de células-tronco dissociadas. Além disso, 0s autores mencionaram que
PDL-MSCSs podem ter melhores resultados na regeneracdo periodontal em
comparacao com DP-MSCSs (27). Aqui, obtivemos resultados semelhantes.

Outra revisdo recente, com foco em MSCSs de origem dentaria para
regeneracao periodontal, foi publicada. Magalhaes et al. avaliaram todos os estudos
pré-clinicos em animais contendo experimentos in vitro e in vivo. O Ultimo incluiu

modelos ectopicos, bio-raizes e ortotopicos. Além disso, fizeram uma comparacao das
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MSCSs com qualquer outro tipo de tratamento regenerativo (61). Em contraste, nosso
estudo centrou-se na avaliacdo de modelos animais de transplante ortotopico em
defeitos periodontais, o qual é o modelo animal mais préximo dos estudos clinicos.
Além disso, nossa revisdo comparou MSCSs com grupos controle e / ou cirurgias
SHAM na regeneracao periodontal.

Em relacdo a avaliagcdo do risco de viés, Magalhdes et al. utilizaram uma
ferramenta especifica denominada “Animals in Research: Reporting In Vivo
Experiments” (ARRIVE), resultando em 87,9% da parte in vivo dos estudos
considerados com risco de viés (61). Em contrapartida, utilizamos a ferramenta
SYRCLE, obtendo resultados diferentes: apenas 0,59% das entradas do estudo
consideradas com alto risco de viés e a maioria deles avaliados como incerto com
55,29%.

Por todas essas razdes, acreditamos que nosso estudo mostra maiores
informacBes das MSCSs especificamente na area de regeneracdo periodontal em
comparacao as revisdes sisteméticas ja publicadas, demonstrando a importancia de
nossa revisao sistematica para a realizacdo de estudos futuros utilizando essa

tecnologia.

6.3 Modelos experimentais animais de defeito periodontal

Véarios dos estudos utilizaram modelo de pequeno defeito em ratos e
camundongos. Esses modelos sdo econ6micos, faceis de manusear e permitem a
padronizacdo de condicdes experimentais em individuos geneticamente semelhantes.
No entanto, a cirurgia e a avaliagao dos desfechos do estudo séo desafiadoras devido
ao pequeno tamanho dos animais. Além disso, a denticdo do roedor sofre erupcao
dentaria continua, incluindo aposicao de 0sso e cemento, 0 que deve ser considerado
quando um estudo for planejado (14,40,44,45,47).

Dado que a maioria dos modelos de defeitos 6sseos de roedores néao
representam defeitos de tamanho critico ou uma situagcéo de cicatrizacdo de feridas
comprometida bem caracterizada, animais grandes geralmente validam uma mudanca
para consideracdo de aplicacdes clinicas. Esses grandes modelos incluem cées,

ovelhas e miniporcos (3,16,41,50). A maioria dos estudos na presente revisdo
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trabalharam com cées Beagle. O Beagle € um dos animais mais utilizados devido ao
seu tamanho e ao seu temperamento cooperativo. Em geral, todos os tecidos
periodontais e o tamanho dos dentes s&o bastante semelhantes aos observados em
humanos. No entanto, existem algumas diferengas importantes entre caes e humanos
como a auséncia de contatos oclusais para todos os pré-molares, a falta de
movimentos laterais, a presenca de contatos abertos entre os dentes e a frequente
falta de sulco gengival e fluido crevicular o que leva a uma composicao diferente da
placa periodontal e calculo comparado aos humanos. Além disso, os cdes tém uma
suscetibilidade natural a doencas periodontais na idade adulta. As alteracdes
periodontais, incluindo gengivite e periodontite, aumentam em prevaléncia e gravidade
com a idade, mais rapidamente do que no homem, mas com 0s mesmos fatores
etioldgicos. O modelo animal mais comumente utilizado na pesquisa periodontal,
principalmente para regeneracdo periodontal, parece ser o cdo Beagle devido aos
defeitos reprodutiveis de tamanho critico e as caracteristicas ja mencionadas
(15,39,43,46,48,49,51).

Em relacéo aos defeitos periodontais em animais, os modelos de inflamacao
cronica induzidos por ligadura ou materiais de impressdo como alginato sdo mais
apropriados para simular o ambiente inflamatoério da periodontite em comparacao aos
modelos agudos. O primeiro € o modelo de defeito periodontal mais préoximo dos
estudos em humanos (62,63). Apenas quatro estudos incluidos em nossa reviséo o
utilizaram (41,43,46,47).

De acordo com a analise histométrica e radiogréfica, DF-MSCSs mostrou
significativamente maior quantidade de novo cemento e regeneracdo 0ssea em
defeitos intra-6sseos crbnicos (43). Guo et al. afirmaram que isso foi alcancado por
duas propriedades desempenhadas por DF-MSCSs: a capacidade de diferenciacao
em um microambiente inflamatério e as caracteristicas embrionarias que induzem um

nicho favoravel de células-tronco (43).

6.4 Impacto de intervenc¢des adicionais as MSCSs para regeneracgao periodontal

de acordo com o efeito biolégico
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Intervencdes adicionais para membranas de células-tronco foram empregadas
a fim de melhorar os resultados da regeneracédo periodontal. EPCs e BM-MSCSs
foram co-cultivados para aumentar o tecido periodontal (44). Liang et al. destacaram
a melhora da neoformacéo Gssea utilizando o co-cultivado principalmente devido ao
aumento da vascularizacéao e foi sugerido que as EPCs podem fornecer um ambiente
local que poderia favorecer a diferenciacao osteogénica das BM-MSCSs (44).

Outro estudo evidenciou que P-PDL-MSCSs ap0s o tratamento com Osthole,
uma cumarina natural contida em ervas chinesas (principalmente no Cnidium
monnieri), melhorou a restauracédo do defeito 6sseo porque o Osthole aprimorou o
potencial de formacédo de novo osso de P-PDL-MSCSs por meio de modificacao
epigenética. Além disso, foi estabelecido que a melhor concentracdo de Osthole para
diferenciacédo osteogénica e proliferacdo de P-PDL-MSCSs foi de 10" Mol / L (45).

Finalmente, um estudo empregou a implantacdo de um construto multifasico
gue consiste em duas técnicas de fabricacdo: para o compartimento periodontal,
eletrofiacdo de solucdo e eletrofiagdo de fusdo, para o compartimento ésseo. Esta
tecnologia por si sé teve um desempenho eficiente e produziu compartimentacéo
benéfica para que as células-tronco mesenquimais pudessem se regenerar. 1sso foi
demonstrado ja que ndo houve diferenca significativa entre as MSCSs e 0s grupos

controle na regeneracao periodontal (50).

6.5 Qualidade dos estudos e avaliacédo do viés

Neste estudo, usamos a ferramenta SYRCLE para avaliar o risco de viés. Apos
a coleta de dados, a maioria dos estudos realizou apenas analises qualitativas.
Embora tenha sido encontrada grande variabilidade nos métodos implementados para
avaliar os desfechos relacionados a regeneracdo, a maioria dos estudos in vitro
apresentou baixo risco de viés, 0 que € consistente com a revisdo publicada
recentemente (61). Em geral, os detalhes in vitro relativos a origem da cultura de
células, processo de obtencdo, caracterizacdo fenotipica, métodos de inducdo de
diferenciacéo e procedimentos de obtengcdo de membranas de células foram claros,

bem referenciados e com reprodutibilidade permitida.
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Para os modelos animais, um grande numero de metodologias foi aplicado para
avaliar os resultados da regeneracao. Por exemplo, o sitio de implantacao, o tipo de
defeito, o tamanho do defeito e a forma na implantacdo de membranas de células.
Essa ampla inconstancia metodoldgica reduz a reprodutibilidade e a validade externa,
implicando em um maior risco de viés. Além disso, a maioria dos estudos nao forneceu
informacbes relacionadas as camadas das membranas, e alguns estudos nao
relataram as caracteristicas de sexo, idade e peso dos animais (3,40,42,50), o que é
relevante de acordo com o item 2 da ferramenta SYRCLE.

Apesar do fato de que algumas entradas dos estudos foram consideradas como
baixo risco de viés, um grande nimero delas eram incertas. E importante destacar
que a falta de alguns dos itens avaliados pode impactar nos resultados. Portanto, 0os
resultados aqui obtidos devem ser interpretados com cautela.

6.6 LimitacOes da literatura disponivel

Algumas limitacBes importantes existiram na literatura disponivel para conduzir
a presente revisdo sistematica, por uma ampla variedade de desfechos primarios e
secundarios, bem como uma vasta heterogeneidade metodoldgica. Os estudos
incluidos ndo nos forneceram dados suficientes para realizar uma meta-analise. A alta
heterogeneidade metodoldgica, demonstrada na Tabela 1, incluiu diferentes fontes
celulares, modelos animais, métodos de andlise de resultados, tipo de enxerto,
scaffolds e membranas empregados.

E importante ressaltar que os estudos nao relataram o estado de satde dos
doadores de células-tronco. Da mesma forma, a maioria dos estudos néo divulgou o
namero de camadas das membranas (14,16,43—-47,51) nem o numero de células /
membranas (3,14,15,43-51).

6.7 Recomendacdes para estudos futuros
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Estudos futuros devem principalmente padronizar protocolos para 0 processo
de obtencdo, inducdo e enxertia de membranas celulares em modelos animais
periodontais. Atualmente, existem muitas divergéncias sobre o sitio de implantacédo, o
melhor tipo de defeito, o tamanho do defeito e a forma dos implantes das membranas
de células.

Estudos futuros devem ser conduzidos para padronizar o melhor modelo de
defeito periodontal para a técnica de membrana de células na regeneragéo
periodontal. Os estudos devem selecionar principalmente um modelo de defeito
cronico em vez de um modelo agudo (64).

Recomendamos fortemente a realizacdo de mais estudos utilizando DF-
MSCSs, que mostraram aqui resultados promissores na regeneragao periodontal, e
nao apenas centrados em PDL-MSCSs.

A metodologia de estudos em animais deve ser atualizada para aumentar a
validade interna. Eles devem descrever em detalhe qual método de randomizacéo e
sigilo de alocacdo foi aplicado. Além disso, os animais devem ser selecionados
aleatoriamente para avaliacao do resultado e o avaliador do resultado deve ser cego.
O relato das caracteristicas dos animais, como sexo, idade e peso, também é
obrigatério.

E essencial investigar quais scaffolds, fatores de crescimento ou co-culturas

podem melhorar o potencial das MSCSs para a regeneracgao periodontal.
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7 CONCLUSAO

A presente revisdo sistematica mostrou que as MSCSs podem potencializar a
regeneracao periodontal em modelos animais de defeitos periodontais, fornecendo
uma estratégia promissora para aumentar a regeneracao periodontal. Estudos clinicos

S&80 necessarios para comprovar os resultados aqui encontrados.
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Inclusion criteria:

Stem cell sheets tested for regeneration of periodontal defects.

Exclusion criteria:

Stem cell sheets tested for other bone defects, only stem cells, cell pellets, cell

aggregates, cell suspensioninjection in defects.

21.* Comparator(s)/control.

Where relevant, give details of the type(s) of control interventions against which
the experimental condition(s) will be compared (e.g. another intervention or a
non-exposed control group). Please include details of both inclusion and
exclusion criteria.

Inclusion criteria:

Another intervention for periodontal regeneration, a non-exposed control
group, sham-treated animals,animals undergoing no treatment at all, baseline

measurements.
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Exclusion criteria:

Another intervention but not for periodontal regeneration.

22. * Study designs to be included.

Give details of the study designs eligible for inclusion in the review. If there are no
restrictions on the types ofstudy design eligible for inclusion, or certain study types
are excluded, this should be stated. Please include details of both inclusion and
exclusion criteria.

Inclusion criteria:

Pre-clinical controlled animal model studies with a separate control group.

Exclusion criteria:

Not an animal study, clinical studies, case reports, in vitro studies, studies without a
separate control group

23. Other selection criteria or limitations applied.
Give details of any other inclusion and exclusion criteria, e.g. publication

types (reviews, conference abstracts), publication date, or language
restrictions.

reviews excluded

24.* OQutcome measure(s).

Give detail of the outcome measures to be considered for inclusion in the review.
Please include details ofboth inclusion and exclusion criteria.

Inclusion criteria:

Periodontal regeneration outcomes assessed with histological evaluation,

micro-computed tomographyand/or alizarin red.

Exclusion criteria:

Outcomes that do not assess periodontal regeneration.
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25. N/A.

This question does not apply to systematic reviews of animal studies for human health
submissions.

26. * Study selection and data extraction.

Procedure for study selection

Give the procedure for selecting studies for the review, including the screening
phases (title and/or title-abstract and/or full-text), the number of researchers
involved, and how discrepancies will be resolved.

Two reviewers (AHM and DB) assessed independently the titles and abstracts to
determine their initial potential inclusion. Then, full manuscript were examined to
decide whether the studies met the inclusion criteria. Disagreements were solved
by discussion with a third reviewer (ESR). Studies selected that met inclusion
criteria underwent a validity assessment and data extraction. Excluded studies and

the reasons fortheir exclusion were recorded.

Prioritise the exclusion criteria

Multiple exclusion criteria may apply to an abstract/paper, which can cause
discrepancies between reviewersin the reason for exclusion recorded. To avoid this,
it is helpful to prioritize the exclusion criteria (e.g. 1) not an animal study; 2) not a
myocardial infarction model, etc.) and record the highest ranking applicable criterion
as the reason for exclusion. Please sort the exclusion criteria defined in questions
19 to 24. If applicable, do so for each screening phase.

1)Outcomes that do not assess periodontal regeneration;

2)not animal models;

3)animal models with other bone defects;

4)animals with ectopic transplantation of stem cell sheets;

5)animals with a disease;

6)stem cell sheets tested for other bone defects (not periodontal defects);
7)only stem cells, cell pellets, cell aggregates, cell suspension injection in defects;
8)another intervention but not for periodontal regeneration;

9)not an animal study

Clinical studies;

case reports;

in vitro studies;

10)studies without a separate control group and reviews.
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Methods for data extraction

Describe methods for data extraction, including the number of reviewers
performing data extraction, extraction of data from text and/or graphs, whether
and how authors of eligible studies will be contacted to provide missing or
additional data, etc.

Data will be extracted independently by two reviewers (AHM and DB), with
disagreements resolved bydiscussion with a third reviewer (ESR). The authors
of the selected publications will be contacted for clarification of data or to

provide missing data if necessary. Data extraction will be from text and table.

Data to be extracted: study design

Specify the data to be extracted related to characteristics of the study design, e.qg.
controlled versus cross-over, number of experimental groups, etc.

number of experimental groups, number of control groups, number of animals per
groups

Data to be extracted: animal model

Specify the data to be extracted related to characteristics of the animal model,
e.g. species, sex of theanimals, etc.

animal model, number of defects, number of animals, species, sex of animals.

Data to be extracted: intervention of interest

Specify the data to be extracted related to characteristics of the intervention of
interest, e.g. dose, timing, etc. MSC origin, state of cell differentiation, number of cells

transplanted, number of cell sheets, defect type, defect location.

Data to be extracted: primary outcome(s)

Define the primary outcome measure(s). For each outcome measure, specify in
which format data will beextracted, including the eligible units of measurement,
and data type (continuous/dichotomous). A description of any other manipulation
or transformation of the extracted data that is planned may be included.

Periodontal regeneration in defects (animal models): regeneration of cememtum,

periodontal ligament andalveolar bone, in percentage and / or millimeters.
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Data to be extracted: secondary outcome(s)

Define the secondary outcome measure(s). For each outcome measure, specify in
which format data will beextracted, including the eligible units of measurement, and
data type (continuous/dichotomous). A description of any other manipulation or
transformation of the extracted data that is planned may be included.

None

Data to be extracted: other

Specify any other data or study characteristics to be extracted, e.g. bibliographical
details, such as author,year and language.

Bibliographical details, journal, DOI, authors, year of publication, source of

funding, conflicts of interest,ethical statement, citation.

27. * Risk of bias and/or quality assessment.

State whether and how risk of bias and/or study quality will be assessed.
Assessment tools specific for pre-clinical animal studies include SYRCLE's risk of
bias tool and the CAMARADES checklist for study quality

No risk of bias and/or quality assessment planned No

By use of SYRCLE'’s risk of bias tool No

By use of SYRCLE'’s risk of bias tool adapted as follows:

No

By use of the CAMARADES checklist for study quality No
By use of the CAMARADES checklist for study quality, adapted as follows:
No

Other criteria, namelyYes
the Cochrane Collaboration’s Tool for Assessing Risk of Bias

Method for risk of bias and/or quality assessment

Give the procedure for the risk of bias and/or quality assessment, including
the number of reviewersinvolved, their contribution, and how discrepancies
will be resolved.

Two independent and calibrated reviewers (AHM and DB) will evaluate the risk of
bias according to the Cochrane Collaboration’s Tool for Assessing Risk of Bias.

Disagreements between examiners will be resolved by a third adjudicator (ESR).



Based on these domains; selection bias, performance bias, detectionbias, attrition
bias and reporting bias, overall risk of bias was categorized as follows: (1) low risk
of bias if allcriteria were met; (2) unclear risk of bias if one or more criteria were

partly met; or (3) high risk of bias if oneor more criteria were not met.

28. * Strategy for data synthesis.

Planned approach

For each outcome measure, specify whether a quantitative or narrative synthesis
is planned and how thisdecision will be made.

We are planning a narrative synthesis gathering in particular qualitative
comparison of outcomes inperiodontal regeneration.

We will provide a narrative synthesis of the findings from the included studies,
structured around the type ofintervention (stem cells sheets grafting used to fill
periodontal defects), target population characteristics (animal models), type of
outcome (periodontal regeneration) and intervention content. We will provide
summaries of stem cell sheets effects for each study by calculating standardised

mean differences, according to the outcome.

If a meta-analysis is planned, please specify the following:

Effect measure
For each outcome measure, specify the effect measure to be used (e.g. mean

difference, odds ratio etc.). A meta-analysis is not planned.

Effect models

For each outcome measure, specify the statistical model of analysis (e.g.
random-effects or fixed-effectmodel).

A meta-analysis is not planned.
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Heterogeneity

Specify the statistical methods to assess heterogeneity (e.g. 12, Q). For further
guidance please refer to theintroduction and practical guide to pre-clinical meta-
analysis.

A meta-analysis is not planned.

Other

Specify other details of the meta-analysis methodology (e.g. correction for
multiple testing, correction formultiple use of control group).

A meta-analysis is not planned.

29. * Analysis of subgroups or subsets.

Subgroup analyses

Give any planned exploration of subgroups or subsets within the review. ‘None
planned’ is a valid responseif no subgroup analyses are planned.

None planned

Sensitivity
For each outcome measure, specify any sensitivity analyses

you propose to perform.quantity of regeneration

Publication bias

Specify whether an assessment of publication bias is planned. If applicable,
specify the method forassessment of publication bias.

No

* Review type.

Type of review

Animal model reviewNo

Experimental animal exposure reviewNo
Pre-clinical animal intervention reviewYes



30. Language.

Select each country individually to add it to the list below, use the bin icon to remove
any added in error.English

There is an English language summary.

31.* Country.

Select the country in which the review is being carried out from the drop down
list. For multi-nationalcollaborations select all the countries involved.

Brazil
32. Other registration details.

List other places where the systematic review protocol is registered. The name of
the organisation and anyunique identification number assigned to the review by
that organisation should be included.

33. Reference and/or URL for published protocol.

Give the citation and link for the published
protocol, if there is one. Give the link to the
published protocol.

Alternatively, upload your published protocol to CRD in pdf format. Please note
that by doing so you areconsenting to the file being made publicly accessible.

No | do not make this file publicly available until the review is complete

Please note that the information required in the PROSPERO registration form must
be completed in full evenif access to a protocol is given.

Dissemination plans.

Give brief details of plans for communicating essential messages from the
review to the appropriateaudiences.

Do you intend to publish the review on completion?
Yes
34. * Keywords.

Give words or phrases that best describe the review. Separate keywords with a
semicolon or new line. Periodontal regeneration; stem cells; periodontitis;

regenerative medicine; tissue engineering; systematicreviews.
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35. Details of any existing review of the same topic by the same authors.

Give details of earlier versions of the systematic review if an update of an existing
review is being registered,including full bibliographic reference if possible.

36. * Current review status.

Review status should be updated when the review is completed and
when it is published.Please provide anticipated publication date

Review_Ongoing
37. Any additional information.

Provide any further information the review team consider relevant to the registration of
the review.

38. Details of final report/publication(s) or preprints if available.

This field should be left empty until details of the completed review are available
OR you have a link to apreprint. Give the full citation for the preprint or final
report or publication of the systematic review.

Give the link to the published review.
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ANEXO B- E-mail do PROSPERO (International prospective register of systematic reviews)
aceitando o delineamento do protocolo da revisdo sistematica e enviando o nimero de
registro CRD42020200810

M Fwd: PROSPERO Registration me
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Dear Dr Holzhausen,

Thank yeu for submitting details of your systematic review protocol
"Potential of mesenchymal stem cell sheets on periodontal
regeneration: a systematic review” to PROSPERQ. We are pleased to
confirm that your protocol will be published in the register within

the next hour.

Your registration number is: CRD42020200810

You are free to update the record at any time, all submitted changes

will be displayed as the latest version, with previous versions

available to public view. Please also give brief details of the key
changes in the Revision notes facility. You can log in to PROSPERQ and
access your records at

https:iiwww.crd york ac.uk/PROSPERO

Comments and feedback on your experience of registering with PROSPERO
are welcome at: crd-register@york ac.uk

Best wishes for the successful completion of your review.

Yours sincerely,

Julia Menon

PROSPERQ Administrator

e: CRD-register-2@york.ac.uk
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