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Segue o teu destino,
Rega as tuas plantas,
Ama as tuas rosas.

O resto é a sombra

Da arvore alheia.

Fernando Pessoa
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RESUMO

O tecido 6sseo ¢ um tecido conjuntivo mineralizado, composto por uma matriz
organica (25%), maioritariamente composta por colagénio tipo I (90%) e proteinas ndo
colagénicas (10%), e uma matriz inorganica (65%), que corresponde aos cristais de
hidroxiapatite que mineralizam a matriz organica, formando o osso.

O colagénio € a primeira linha de suporte 0sseo e estrutural, onde altera¢des ao nivel
desta proteina podem conduzir a problemas 6sseos e, por outro lado, os cristais de
hidroxiapatite vao conferir a rigidez mecanica do 0sso.

A formagdo do osso resulta da participagdo de fatores de crescimento, citoquinas e
células, que em conjunto vao proporcionar o seu desenvolvimento e crescimento, através
da osteogénese e finalizando com a remodelagdo Ossea.

A remodelagdo 6ssea € um processo que ocorre diariamente devido as microfraturas
causadas por traumas e /ou por forgas de carga excessiva. Em caso de quebra 0ssea, em
que as forcas de carga foram superiores a resisténcia do proprio 0sso, 0 organismo recorre
a mecanismos de cicatrizagdo da fratura, que pode acontecer de forma direta ou indireta.

Quando a fratura ¢ demasiado grande ou o processo de regeneracdo intrinseco falha,
¢ necessario desenvolver uma nova estratégia, a regeneracdo Ossea guiada através de
enxertos e engenharia de tecidos. Os enxertos incluem os autoenxertos, com origem no
proprio doente, e os aloenxertos, com origem num dador. A engenharia de tecido veio
tentar combater os problemas imunologicos do doente (aloenxerto) e os problemas
relacionados com o local dador (autoenxerto).

Sendo assim, a regeneracdo 0ssea tem o seu foco em duas areas, nomeadamente, o
campo celular com caracteristicas osteogénicas e osteoindutivas e o campo matricial,

composto por biomateriais com propriedades osteocondutivas.

Palavras-chave: Regeneracdo Ossea, fraturas, enxertos






ABSTRACT

The bone tissue is a mineralized connective tissue of organic matrix (25%), mostly
composed of collagen type I (90%) and non-collagenous proteins (10%), and an inorganic
matrix (65%), hydroxyapatite crystals that mineralize the organic matrix, forming the
bone.

Collagen is the first line of bone support and structural where changes in the level
of this protein can lead to bone problems and on the other hand, the hydroxyapatite
crystals will confer bone the mechanical stiffness.

The formation of the bone results from the participation of growth factors, cytokines
and cells, which together will provide its development and growth, through osteogenesis
and ending with bone remodeling.

Bone remodeling is a process that occurs daily due to the micro fractures caused by
the effort and or by higher load force. In case of bone breaking where the load forces were
superior to the bone resistance, the body uses mechanisms of fracture healing, which can
happen by direct healing or indirect healing.

When the fracture is too large or the intrinsic regeneration fails, it is necessary to
develop a new strategy, called guided bone regeneration, trough grafts and tissue
engineering. The grafts include the autografts, originating from the patient himself and
allografts, originating from a donor. Tissue engineering has come to try to combat the
patient’s immune problems (allograft) and problems related to the donor site (autograft).

Thus, bone regeneration focuses on two areas, namely the cellular field with
osteogenic and osteoinductive characteristics and the matrix field composed of

biomaterials with osteoconductive properties.

Keywords: bone regeneration, fractures, grafts
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Introdugdo

INTRODUCAO

De todos os orgdos do corpo humano, o osso tem um papel fisiologico de grande
importancia, a nivel do suporte mecanico, prote¢do e homeostasia mineral. Este tecido
conjuntivo mineralizado € constituido por duas camadas, o osso cortical € o 0sso
trabecular ou esponjoso (D. Burr & Matthew, 2013).

O osso cortical € a fragdo mais externa e mais densa, cuja fungdo é aguentar doses
de forca de carga maiores (D. Burr & Matthew, 2013; Mescher, 2013). Ja o osso
esponjoso ou trabecular, embora seja mais poroso e ndo tdo denso, tem um importante
papel que € direcionar as forcas de stress para o osso cortical, a fim de dissipar essa
energia (D. Burr & Matthew, 2013). As fragdes Osseas t€ém o importante papel de
protecdo, principalmente a nivel dos orgdos. Sdo exemplos o caso da cabega ou das
costelas, cuja organizagdo 0ssea esta concebida a fim de absorver a energia de impacto e
dispersar a mesma.

Ainda na camada do osso trabecular, temos a cavidade medular constituida pela
medula Ossea e que também vai atuar no metabolismo 6sseo, durante o crescimento e

desenvolvimento (D. Burr & Matthew, 2013; Mescher, 2013).

Figura 1 - Corte transversal de um osso mandibular (Nancy, 2012).
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Regeneragdo ossea

O tecido 6sseo ¢ composto por uma matriz inorganica, correspondendo a 65% da
matriz ossea, 25% de matriz orgdnica e 10% de dgua. A matriz orginica tem na sua
composi¢ao 90% de colagénio tipo I e 10% de proteinas ndo colagénicas (D. Burr &
Matthew, 2013). As fibras de colagénio sdo muito importantes, pois vao ser a primeira
linha da estrutura 6ssea, sendo que uma qualquer perturbagdo na sua formagdo pode
comprometer toda a estrutura 6ssea (D. B. Burr & Allen, 2014; Florencio-Silva, Sasso,
Sasso-Cerri, Simdes, & Cerri, 2015; Garnero, 2015). As proteinas nao colagénicas vao
ser importantes na mineralizagdo, estabelecendo uma ligacdo ao colagénio e aos cristais
de hidroxiapatite (D. B. Burr & Allen, 2014; Fujisawa & Tamura, 2012; Mescher, 2013;
Morgan, Poundarik, & Vashishth, 2015). A matriz inorganica, constituida por ides célcio,
fosfato e carbonato, vao nuclear e cristalizar, formando os cristais de apatite, o mineral
constituinte do osso (D. B. Burr & Allen, 2014; Clarke, 2008; Gartner & Hiatt, 2010;
Mescher, 2013). A 4gua, ndo menos importante, circunda o complexo colagénio-mineral
e estd presente na componente vascular, permitindo a difusdo dos ides e de outros
componentes importante ao metabolismo 6sseo (D. B. Burr & Allen, 2014).

A osteogénese, sendo o processo pelo qual ¢ formado o osso, consiste em dois
processos, nomeadamente, a ossificagdo endocondral e a ossificagdo intramembranosa.
Na ossificagdo endocondral, hd a formacdo de cartilagem, com posterior reabsorcio e
formagao do osso propriamente dito. J4 na ossificagdo intramembranosa, ndao ha formagao
de cartilagem, mas sim pequenos centros de ossificagdo com posterior formacdo de osso
(Berendsen & Olsen, 2015; D. B. Burr & Allen, 2014; Hadjizadeh & Doillon, 2010;
Mescher, 2013). Apos a formagdo do o0sso, o mesmo € sujeito a forcas de carga que
danificam e criam microfraturas. Sendo necessario recorrer ao processo de remodelagdo
Ossea, constituido pela reabsorcdo do tecido lesado, orquestrada pelos osteoclastos e a
posterior formacao do novo tecido dsseo, concebida pelos osteoblastos (D. Burr &
Matthew, 2013; Eriksen, 2010; Feng & McDonald, 2011; Mescher, 2013). Tanto a
reabsorcao 6ssea como a formacao do osso envolvem fatores, que despoletem a ativacao,
proliferacdo e diferenciacdo dos osteoclastos e osteoblastos, sendo necessario que estes
dois processos estejam em sintonia, a fim de o osso reabsorvido ser igual ao osso formado
(D. Burr & Matthew, 2013; Eriksen, 2010).

O sistema RANK/RANKL/OPG ¢ um sistema importante, pois estd bem
organizado com fatores (RANKL e OPG) e os seus respetivos recetores (RANK)

presentes nas membranas do osteoclastos e osteoblastos, que vao permitir que a
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Introducdo

remodelagdo dssea esteja em equilibrio (W. Liu & Zhang, 2015; Sigl & Penninger, 2014;
Walsh & Choi, 2014).

Apesar da remodelacdo e da reparagdo das microfraturas, por vezes a acumulagao
destas ou uma forca exercida que seja superior a resisténcia do osso, leva a fraturas
maiores com quebra 6ssea (Giannoudis et al., 2015; Oryan, Monazzah, & Bigham-
Sadegh, 2015a). No entanto o nosso sistema esta preparado para responder a esses
estimulos e regenerar o osso fraturado, através de dois tipos de regeneragdo Ossea, a
cicatrizagdo direta e a indireta. Na cicatrizagdo direta, as faces das fraturas unem-se, com
ajuda cirrgica, para que a homeostasia seja reestabelecida e o o0sso recupere a sua
estrutura e propriedades (Claes, Recknagel, & Ignatius, 2012; Sathyendra & Darowish,
2013). J4 na cicatrizagdo indireta, sendo o método de regeneragdo mais comum, ¢
necessaria a imobilizacdo do membro e a propria zona da fratura passa por processos
diferentes da anterior (Gibon, Lu, Nathan, & Goodman, 2017; Marsell & Einhorn, 2011a;
Sathyendra & Darowish, 2013).

Por vezes, em caso de grandes fraturas com perda dssea, € necessario a intervengao
de uma técnica de regeneracdo guiada, com uso de enxertos, seja com autoenxertos ou
aloenxertos. Os autoenxertos sdo os mais usados no entanto apresentam problemas ao
nivel do local dador, enquanto o aloenxerto pode apresentar problemas imunolégicos com
possivel rejeicdo do enxerto

A engenharia de tecidos ¢ uma metodologia na area da regeneragdo Ossea, mais
recente com o objetivo de formar novo tecido dsseo, sem as desvantagens dos enxertos.
A estratégia da engenharia de tecidos Osseos engloba a componente celular, com
propriedades osteogénicas e a componente das matrizes compostas de biomateriais, com
caracteristicas biocompativeis com o nosso organismo (Campana et al., 2014; Chiarello
et al., 2013; Gusi¢ et al., 2014). Contudo, sdo necessarios mais estudos na area da
regeneragdo Ossea, a fim de encontrar um biomaterial que tenha as caracteristicas de
biocompatibilidade, osteogénico, osteoindutivo, vasculogénico e com propriedades

mecanicas desejadas para cada osso (Szpalski, Wetterau, Barr, & Warren, 2011).
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Desenvolvimento

DESENVOLVIMENTO

MATRIZ OSSEA

O tecido 6sseo ¢ um tecido conjuntivo mineralizado dindmico, que esta
permanentemente a ser remodelado e que permite que a sua propria homeostasia seja
mantida pelas células que o constituem. A matriz extracelular 6ssea tem uma constitui¢ao
complexa e organizada, sendo em 90% constituida por proteinas colagénicas,
predominante por colagénio tipo I. O suporte mecanico e a homeostasia mantida deve-se
predominantemente a matriz extracelular 6ssea, pois acredita-se que mudangas na sua
constitui¢do podem ter efeitos nefastos ao nivel do préprio osso (Florencio-Silva et al.,

2015).

Colagénio

A matriz organica do tecido 6sseo ¢ constituida cerca de 90% por colagénio,
maioritariamente do tipo I mas também dos tipos III e V, e por uma pequena porcao de
proteinas ndo colagénicas (Garnero, 2015). O colagénio ¢ a proteina fibrilar trimérica
mais abundante nos mamiferos, existindo vinte e oito tipos, cujo fator comum ¢ uma tripla
hélice (Garnero, 2015). A variedade de colagénios devem-se a diversos fatores,
nomeadamente a existéncia de diferentes cadeias alfa, existéncia de isoformas
moleculares, estruturas supra moleculares e diferentes promotores (Ricard-Blum, 2011).

As cadeias alfa formam moléculas triméricas, que se entrelagcam entre si de maneira
a formarem uma tripla hélice. As triplas hélices sdo constituidas por tripletos repetidos,
estabilizadas por pontes de hidrogénio e ligagdes dissulfeto (Garnero, 2015; Gordon &
Hahn, 2010; Ricard-Blum, 2011). A molécula de colagénio estd organizada em estruturas
hierarquicas e a sua sintese ocorre dentro da célula, sendo secretada por vesiculas na
forma de tropocolagénio. A sua sintese ¢ composta pelas seguintes fases (figura 2):
formagdo do procolagénio; formagao do tropocolagénio; associacdo de tropocolagénio
em fibrilhas e formacao das fibras de colagénio. As cadeias de colagénio sdo sintetizadas
nas células na forma de procolagéneo, correspondendo a moléculas com uma regido
central colagénicas, que apresenta o motivo G-X-Y e duas por¢des ndo colagénicas nas
extremidades N e C terminal. Existe uma trimerizacdo das por¢des ndo colagénicas
(Propéptido carboxilo e propéptido amino) e, as porgdes de colagénio enrolam-se,

formando uma tripla hélice, dando origem assim ao procolagénio. As porg¢des peptidicas
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ndo colagénicas, a N e C terminal, sofrem seguidamente hidrolise enzimatica, originando
o tropocolagénio. Os varios tropocolagénio vao ligar-se por ligagdes covalentes e pontes
de hidrogénio, pelos péptidos dos outros tropocolagénios, agrupando-se em fibrilhas. Por
fim, as fibrilhas agrupam-se para dar origem as fibras de colagénio. As fibras estdo
dispostas paralelamente e em escada, com intervalos regulares entre elas, sendo esses

intervalos o local inicial da deposi¢do mineral (Garnero, 2015).
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Figura 2 - Processo de formagao do colagénio (T. Ferreira, Silva, Lucia, & Penna, 2012)
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O colagénio tipo I ¢ um heterotrimero composto por duas cadeias idénticas al e
uma cadeia diferente a2 e tem na sua composicao tripletos repetidos de Glicina-X-Y
(Gly-X-Y). A glicina ¢ o aminodcido que se repete em cada tripleto, caracteristica
importante para a estabilidade do colagénio, visto que ¢ o aminoacido mais pequeno e
que na sua cadeia lateral possui um hidrogénio, sendo este importante na formagao de
pontes de hidrogénio entre outros grupos péptidos e ainda, o facto de ser o mais pequeno,
permite que se consiga rodar a hélice. O X e o Y, podem ser quaisquer aminodcidos, mas
os mais comuns sdo prolina e hidroxiprolina, (Concu, Podda, Gonzalez-Diaz, & Shen,
2011).

O colagénio tem fungdes importantes ao nivel das propriedades mecanicas,
organizacionais e estruturais (Garnero, 2015; Ricard-Blum, 2011). A resisténcia dssea
esta diretamente ligada as propriedades do colagénio, sendo que alteracdes a normalidade
desta proteina podem influenciar negativamente as propriedades mecénicas do osso,
como ¢ o caso da isomerizacdo do C-telopéptido, a presenca de homotrimeros, a
orientacdo das fibrilhas e o intervalo entre as fibrilhas (Garnero, 2015). A isomerizagao é
o processo em que as moléculas mantém a sua féormula quimica e mudam a sua estrutura,
ou seja, quando existe a mudanca de um grupo quimico de uma posi¢do para outra na
molécula (Vasseur, Bruffaerts, & Marek, 2016).

Os telopeptidos sao fragmentos peptidicos ndo helicoidais, que contém os terminais
C (CTX) e N (NTX) das cadeias de colagénio. A isomerizagdo do telopeptido C do
colagénio tipo I pode causar alteracdes nas propriedades da molécula.

Neste processo de isomerizagao, ilustrado pela figura 3, existe uma translocagao na
sequéncia de aminodcido AHDGGR, no 4cido aspartico do CTX, originando uma
B-isomerizacdo da cadeia ol do CTX. A cadeia normal ¢ chamada de a-CTX e o isomero
¢ denominado de B-CTX, sendo que a isomerizagao vai afetar a liga¢do do acido aspartico
e glicina (Asp-Gly), estando inicialmente a ligacdo destas no grupo carboxilo na posi¢do
alfa e, posteriormente sendo transposta para a posi¢ao beta. No seu estado normal, ambas
as cadeias se encontram em equilibrio e, 0 aumento do nivel de uma destas cadeias podera

levar ao desenvolvimento de uma doenca 6ssea (Garnero, 2015).
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Figura 3 — Isomerizacfio do C-Telopéptido, adaptado de (Garnero, 2015)

No caso da doenga de Paget, o desequilibrio acontece com o aumento das cadeias
a-CTX e por outro lado, na osteogénesis imperfecta o aumento da-se ao nivel das cadeias
B-CTX (Garnero, 2015).

O colagénio homotrimérico consiste em trés cadeias «l, influenciando a
integridade mecanica e estabilidade do colagénio, sugerindo que a cadeia a2 presente no
colagénio tipo I, vai garantir melhores propriedades mecanicas e maior estabilidade
(Garnero, 2015). A isoforma colagénica homotrimérica pode ser encontrado em tecidos
embrionarios, em fibrose e em pacientes que sofram de cancro (S. W. Chang, Shefelbine,
& Buehler, 2012; Garnero, 2015). Estudos cientificos (Makareeva et al., 2010) indicaram
a presenca do homotrimero em pacientes com carcinomas, sendo este secretado pelas
células cancerigenas. Uma caracteristica desta isoforma molecular do colagénio ¢ a
resisténcia colagenolitica das meteloproteinases de matriz (MMP), que ajudam na
proliferagdo e migragdo das células cancerigenas.

Em 2006, Orgel e os seus colaboradores, realizaram estudos em ratos com uma
doenga de fragilidade Ossea, a osteogénese imperfecta (oim), que se caracteriza pela
presenca de homotrimeros de colagénio compostos por trés cadeias ol. Os
investigadores, compararam este modelo com outro modelo de ratos com colagénio
heterotrimero composto por 2 cadeias ol e uma cadeia o2. O estudo mostrou que os ratos
com fenotipo oim sdo mais frageis e menos resistentes, garantindo assim propriedades

mecanicas mais fracas comparativamente aos ratos normais. Tal observagdo foi atribuida
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ao facto de haver uma deposi¢cdo mineral anormal, resultando numa intera¢cdo mineral-
matriz incompetente (Orgel, Irving, Miller, & Wess, 2000).

Outro estudo, ilustrado pela Figura 4, demonstra que o homotrimero tem um angulo
de tor¢do maior que o colagénio heterotrimérico. Tal caracteristica vai afetar a distancia
entre as moléculas de colagénio nas fibrilhas, diminuindo a forca das ligagdes covalentes

e, consequentemente, reduzindo as for¢cas mecanicas (S. W. Chang et al., 2012).

Heterotrimer Homotrimer
collagen microfibril collagen microfibril
670 A 670 A
—H ceEEE——— o e I
CGEEEED G D RN o
- CGEEEEE—S Az coEEE——— 3 ® RSN RN
aEEE—— 20 A Ny SRy

Heterotrimer Homotrimer
collagen molecule collagen molecule

Figura 4 - Diferenca da forca de tor¢fio do colagénio homotrimérico ¢ heterotrimérico. Adaptado de (S.
W. Chang et al., 2012)

A orientagdo das fibrilhas de colagénio também vai influenciar as propriedades
mecanicas do o0sso. As fibrilhas devem ser direcionadas no sentido das forgas de carga,
que no caso do fémur, estdo orientadas na vertical (Viguet-Carrin, Garnero, & Delmas,
2006). Em 2005, Silva e os seus colaboradores fizeram um estudo comparativo entre
murganho com senescéncia acelerada (SAMP6) e murganhos normais (SAMRI1). Os
murganhos SAMP6 mostraram maior fragilidade Ossea, devido a uma alteragdo do
volume e orientacdo do colagénio, levando a um enfraquecimento da matriz 6ssea (M. J.
Silva et al., 2005).

O D-spacing é o espago entre as fibrilhas de colagénio, que corresponde a um valor
de 67 nm. Pensa-se que se houverem valores fora do normal, a fibrilha pode ficar mais
flexivel e entdo perder propriedades mecanicas, influenciando a forca de carga do osso

(Garnero, 2015; Wallace et al., 2010).
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Proteinas nao colagénicas (NCP)

As proteinas nao colagénicas (NCP) fazem parte da matriz extracelular organica do
0sso e exibem varios papeis, determinantes na qualidade do osso. A mineraliza¢do da
matriz Ossea, a qualidade e as propriedades mecénicas sdo influenciadas pela NCP
(Morgan et al., 2015). Investigadores afirmam que as proteinas ndo colagénicas da matriz
podem atuar como uma ligacdo entre a matriz organica e a matriz inorganica do 0sso e,
ao mesmo tempo, como inibidoras da mineralizacdo (Fujisawa & Tamura, 2012;
Poundarik et al., 2012). As proteinas que fazem parte deste tipo s@o a sialoproteina Ossea,
a osteocalcina, o biglicano, a fibrilina-2, a osteonectina (Morgan et al., 2015) e a

osteopontina (Fujisawa & Tamura, 2012).

Sialoproteina ossea

A sialoproteina dssea ¢ uma das glicoproteinas acidicas da matriz extracelular dos
tecidos mineralizados e um membro da familia das proteinas SIBLING (Small Integrin-
Binding Ligand N-ligand glycoprotein) (Fujisawa & Tamura, 2012; Holm, Aubin,
Hunter, Beier, & Goldberg, 2015). Na sua composi¢do tem oligossacaridos, contendo
acidos sialicos e aminoacidos fosforilados e sulfatados (Fujisawa & Tamura, 2012). Sabe-
se que ¢ umas das principais proteinas ndo colagénicas e, que as suas fungdes principais
sd0 a promog¢do da biomineralizacdo e o desenvolvimento osteoblastico (Holm et al.,
2015; L. Xu, Anderson, Lu, & Wang, 2007).

Tem como caracteristicas a sequéncia de RGD de ligagdo a integrina, composto por
arginina-glicina-aspartato (ARG-GLY-ASP), presente no terminal carboxilo, com a
funcdo de mediar a ligacdo celular dos osteoblastos (Bernards, Qin, & Jiang, 2008;
Fujisawa & Tamura, 2012). Adicionalmente, na sua composi¢do existem sequéncias de
acido glutamico presentes no terminal amino, como mostra a figura 5, com atividade in
vitro na nucleacdo da hidroxiapatite (Fujisawa & Tamura, 2012; Tye et al., 2003). A
proteina tem afinidade com o colagénio, ligando-se as fibrilhas, nomeadamente nas “hole
zones”, o que leva a pensar que a sialoproteina 6ssea ¢ muito importante na mineralizagao,
visto ter também afinidade com a hidroxiapatite (Fujisawa & Tamura, 2012)

Num estudo feito em 2008, por Malaval e os seus colaboradores, foi feita a
comparac¢do entre ratos com auséncia de sialoproteina dssea (-/-) e ratos normais (WT).
O estudo demonstrou que os ratos (-/-) apresentaram desmineraliza¢do 6ssea em fetos e

jovens adultos, mas ndo em ratos mais velhos. Estes jovens adultos apresentavam osso

22



Desenvolvimento

cortical mais fino, mas maior volume de osso trabecular, confirmando uma reducio na
formacdo Ossea, em ossos de ratos mais novos. Este estudo leva a crer que a sialoproteina

possa ter um importante papel na osteogénese.

sialic acid-containing oligosaccharide
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Figura 5 - Sialoproteina 6ssea (Fujisawa & Tamura, 2012)

Osteocalcina (OC)

A osteocalcina ou “Bone Gla protein (BGFP)” ¢ uma das proteinas ndo colagénicas
mais abundantes na matriz 6ssea, agindo ndo s6 a nivel 6sseo, como também a nivel
metabolico, sendo produzida pelos osteoclastos (Arteaga-Solis et al., 2011; Morgan et al .,
2015) e odontoblastos (Fujisawa & Tamura, 2012). Tem trés residuos acidicos de acido
gama-carboxi glutdmico, que apresentam grande afinidade com os ides célcio.

Alguns autores defendem que esta proteina € inibidora da formagéo dssea (Fujisawa
& Tamura, 2012). Ducy e os seus colaboradores, em 1996, comparando ratos com
auséncia de osteocalcina e ratos com pardmetros normais, observaram que os ratos sem
expressdo da proteina tinham maior formagio de osso. Ambos os autores concluem que
a osteocalcina funciona como um inibidor da formag@o Ossea, devido a ligacdo entre os
residuos e a face do cristal de hidroxiapatite, impedindo a ligacdo dos ides célcio livres

(Ducy et al., 1996; Fujisawa & Tamura, 2012).

Osteopontina (OPN)

A osteopontina ¢ uma fosfoproteina glicosilada do osso, rica em aminoacidos
fosforilados e oligossacaridos, que contém acido sialico, com a sequéncia de ligagdo
celular RGD e, sequéncias de acido aspartico na sua cadeia, tal como descrito na figura 6
(Fujisawa & Tamura, 2012).

A osteopontina tem afinidade com a hidroxiapatite, havendo estudos que

comprovam a sua fun¢do promotora da mineralizag@o e, outros que evidenciem a inibigéo
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da mineralizagdo (Fujisawa & Tamura, 2012; Gericke et al., 2005). A OPN esta presente
na superficie da matriz 6ssea e é reconhecida pelas integrinas dos osteoclastos, servindo
de ligacdo entre estas células dsseas e a matriz (Fujisawa & Tamura, 2012). Num estudo
realizado por Rittling e os seus colaboradores, em 1998, foi visto que em ratos com
auséncia de expressdo de OPN, havia formac¢do 6ssea normal. Por outro lado, Boskey e
os seus colaboradores, em 2002 observaram que os ratos sem expressido de osteopontina,
apresentaram um aumento mineral, originando cristais de hidroxiapatite maiores. Os
resultados recolhidos levaram os investigadores a concluir que a osteopontina pode ser

um inibidor da mineralizagdo (Boskey, Spevak, Paschalis, Doty, & McKee, 2002).

sialic acid-containing oligosaccharide
Ser(P) or Thr(P)
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hydroxyapatite binding and
inhibition of crystal growth

Figura 6 - Osteopontina (Fujisawa & Tamura, 2012)

Biglicano

Os biglicanos fazem parte da familia SLRP (Small Leucine Rich Proteoglican), que
podem afetar a estrutura 6ssea (Morgan et al., 2015). Ratos com auséncia desta proteina
exibem diminui¢do da massa e do comprimento dos ossos, devendo-se este facto a
inibi¢do da atividade osteoblastica.

A auséncia dos biglicanos pode ainda dar origem a uma redugdo da forca e da
dutibilidade do osso, comparativamente com os ratos que expressam esta proteina (T. Xu
et al., 1998). Ja Sugar e os seus colaboradores, em 2003 sugerem que a decorina € o
biglicano, ambos pertencentes a familia das SLRP, possuem na sua estrutura cadeias
glicosaminoglicanos (GAG). As cadeias GAG tém afinidade tanto com a hidroxiapatite
como com o colagénio e, se estas se ligarem a hidroxiapatite, atuam como inibidores da
formacdo dos seus cristais. Por outro lado, se se ligarem ao colagénio, existe possibilidade

de formacgdo de cristais de hidroxiapatite, para posterior mineraliza¢do. Os autores
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concluem que tanto a decorina como o biglicano, podem ser tanto promotores como

inibidores do processo de mineralizacao (Sugars et al., 2003).

Fibrilina-2

A fibrilina-2 ¢ uma glicoproteina, que tem um papel importante na formagao do
0sso, influenciando as suas propriedades mecanicas (Arteaga-Solis et al., 2011; Morgan
et al., 2015).

Foi realizado um estudo comparativo entre ratos com auséncia da fibrilina-2 e ratos
com expressdo da mesma. Nistala e os seus colaboradores, em 2010 notaram que a
biodisponibilidade do fator de crescimento TFG-f ficava diminuida em ratos com
auséncia da glicoproteina e, por conseguinte, a proliferacdo dos osteoblastos também
diminuia, influenciando negativamente as propriedades e morfologia do osso. Os
resultados mostram uma diminui¢cdo de densidade mineral e do tamanho dsseo e, ainda
devido a falta de osteoblastos, uma redu¢do na producdo de colagénio (Nistala et al.,

2010).

Osteonectina

A osteonectina, também denominada de SPARC (Secreted Protein Acidic and Rich
Cysteine) ou BM-40 (Basement Membrane Protein 40) (Rosset & Bradshaw, 2016a) ¢é
uma proteina ndo colagénica muito abundante na matriz extracelular, que ¢ secretada
pelos osteoblastos (Morgan et al., 2015; Rosset & Bradshaw, 2016a). A proteina em
questdo pode influenciar o processo de formagdo 0sseo, através de varios mecanismos,
como a regulacdo do procolagénio, mineralizacdo e a diferenciagdo dos osteoblastos e
osteoclastos (Rosset & Bradshaw, 2016a).

Uma caracteristica que define a osteonectina € o fato de possuir dominios de ligagado
com a hidroxiapatite e o colagénio presente na matriz, considerando-se que esta ligagao
pode promover a mineralizagao 6ssea (Rosset & Bradshaw, 2016b) auséncia da expressao
desta proteina demonstra uma diminuicdo da quantidade de colagénio tipo I, sugerindo
que SPARC tem um papel fundamental na produgdo ou deposi¢do de colagénio
(Bradshaw, 2009; Rosset & Bradshaw, 2016a).

Delany e os seus colaboradores, em 2003 observaram em ratos com auséncia de
expressdo de osteonectina, que estes tinham um nimero reduzido de células

osteoblasticas. Adicionalmente, a ndo expressdao do gene desta proteina pode ser um
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indicador de uma doenca dssea, como a osteogénese imperfecta, osteopenia ou
osteoporose (Delany et al., 2000; Delany, McMahon, Powell, Greenberg, & Kurland,
2008; Fedarko, Sponseller, & Shapiro, 1996; Mendoza-Londono et al., 2015).

Matriz inorganica

A matriz inorganica do osso ¢ maioritariamente composta por cristais de
hidroxiapatite, sendo a sua constitui¢do quimica [Ca;o(PO4)s(OH):], onde estdo presentes
o maior nimero de célcio e fosforo (Gartner & Hiatt, 2010). Ainda fazem parte, em
proporgdes mais pequenas, carbonato de magnésio, ides sodio e potassio. Os cristais de
hidroxiapatite existem na natureza, no entanto os cristais presentes no 0sso sao mais
pequenos e soluveis (Clarke, 2008). Atraem a 4gua e formam uma concha de hidratacao,
que ird facilitar a troca de ides com o fluido extracelular (Gartner & Hiatt, 2010),
permitindo assim que estes participem no metabolismo 6ssea (Clarke, 2008).

A matriz mineral vai dar ao osso propriedades de rigidez mecanica e for¢a de carga
(Clarke, 2008), estando estes minerais de hidroxiapatite inseridos nos intervalos das fibras

do colagénio tipo I (Gartner & Hiatt, 2010).

Mineralizacao

A mineralizagdo envolve duas etapas, sendo a primeira parte onde ocorre a
nucleacgdo precedida da formagao do cristal (Fujisawa & Tamura, 2012; Landis & Jacquet,
2013). Uma vez formados os nucleos com os ides calcio e fosfato, a cristalizagdo ¢
iniciada e alastra-se por toda a matriz organica.

A nucleagdo ¢ a acumulacdo de ides sendo preciso superar a energia de barreira de
ativagdo, devendo esta ser maior do que a energia necessaria a libertagdo dos ides e, €
possivel reduzir essa energia baixando a energia interfacial. A reducdo da energia
inteterfacial ¢ conseguida devido as interagdes dos componentes organicos € inorganicos
com as proteinas da matriz. Os clusters vao ser aglomerados de moléculas, que neste caso
vao ligar-se aos ides calcio, conferindo carga negativa. Tais aglomerados sdo atraidos
para as “hole zones” de maneira a que haja nucleag@o da hidroxiapatite. A atracdo destes
clusters ¢ conseguida devido as proteinas nao colagénicas que se encontram a superficie
do colagénio e, que irdo atrair em conjunto os ides fosfato. Sendo assim, como ilustrado

na Figura 7, o complexo proteina-célcio-fosfato forma-se e, origina o nucleo de cristal.
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Figura 7 - Ligacdo da nucleacio dos ides calcio e fosfato as proteinas acidicas da matriz (Fujisawa &
Tamura, 2012)

nsoluble collagen matrix:
.

As proteinas acidicas da matriz, através da sua afinidade com os cristais de
hidroxiapatite, direcionam a formagao dos cristais pela matriz. Estas proteinas podem até
ser inibidoras da mineralizagdo, como por exemplo, a osteocalcina e fosfoproteina da
dentina, que tém afinidade com as faces dos cristais de hidroxiapatite. As proteinas
envolvidas na inibi¢do sdo adsorvidas pelos cristais, impedindo a mineraliza¢do no

sentido dessas proteinas, como mostra a figura 8 (Fujisawa & Tamura, 2012).
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Figura 8 - Crescimento do cristal de hidroxiapatite, em fungdo das proteinas acidicas da matriz (OC ¢
DMP1) (Fujisawa & Tamura, 2012).

Componente celular

As células do osso podem ser divididas em quatro classes: as células
osteoprogenitoras, os osteoblastos, os ostedcitos, (estas trés sofreram diferenciacdo das
mesmas células mesenquimais primitivas) e os osteoclastos (diferenciados de células
precursoras mieloides) (figura 9). As células 6sseas tém fungdes essenciais na formagdo
e manutencdo do 0sso, sendo necessario que cada uma exerga a sua funcdo, de maneira a

manter a homeostase do osso (Gartner & Hiatt, 2010; Lowe & Stevens, 2005).

/’@ C@)\

Mesenchymal Myeloid
stem cell precursor Dendritic
Adipocyte l cell
®
Stromal cell
Macrophage
Preosteoblast Preosteoclast
Osteoblasts l

l
@@ Q _L_ W
X’ < Osteocyte Eeone

Figura 9 - Diferenciacfo das células do tecido 6sseo. Adaptado de (Walsh et al., 2006).
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Células osteoprogenitoras

As células osteoprogenitoras sao as células tronco do osso e podem especializar-se
em osteoblastos e, por sua vez, em ostedcitos ou formarem mais células
osteoprogenitoras, dependendo do estado de maturag@o do osso ou da existéncia de lesdes
ou fraturas (Gartner & Hiatt, 2010; Lowe & Stevens, 2005).

Quando o osso estd inativo, ou seja, quando ndo ha processos de formagdo ou de
remodelagdo, estas células ficam inativas. Por outro lado, quando existe formacao de osso
ou remodelagdo, processos cujo o “furn-over” ¢ alto, estas células estdo ativas, € podem
dividir-se e diferenciar-se em osteoblastos (Lowe & Stevens, 2005). Estas células
encontram-se em todos os espagos livres do 0sso, nomeadamente no enddsteo, na capa

interna do peridsteo e nas metafises do osso (Fawcett, 1995).

Osteoblastos

Os osteoblastos sao células cubdides e colunares, dispostas lado a lado na superficie
da matriz 6ssea e com um citoplasma basoéfilo. Estas células secretam o osteodide, que
compreende o colagénio tipo I, proteoglicanos, vesiculas matriciais e outras moléculas.
A célula vai endurecer e calcificar, formando a camada que fica entre a calcificacdo e a
camada das proprias células osteoblésticas (Mescher, 2013).

As células osteoblésticas podem ainda produzir fatores de crescimento (Fawcett,
1995), um papel também de grande importancia, devido ao fato de sinalizarem moléculas,
como o ligando do recetor de ativagdo do fator nuclear kappa  (RANKL) e o fator de
estimulacdo de colonias de macrofagos (M-CSF). E ainda tem participagdo na
calcifica¢do da matriz 6ssea (Gartner & Hiatt, 2010).

Com a formagdo do o0sso, 0s osteoblastos vao cessar a sintetizagdo e secrecao de
proteinas, chegando a um estado de repouso, onde se diferenciam em ostedcitos. Neste
estado, existe uma camada ao longo do osso denominado de células de revestimento 6sseo
(Fawcett, 1995; Gartner & Hiatt, 2010). Uma caracteristica muito importante nestas
células ¢ o facto de as membranas possuirem integrinas e recetores de hormona
paratiroides (PTH). As integrinas t€ém a finalidade de promover a adesao dos osteoblastos
a componente organica da matriz dssea e, os recetores das hormonas paratiroides quando
ativados, secretam o RANKL e o fator de ativagcdo dos osteoclastos (Gartner & Hiatt,

2010).
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Osteocitos

Os osteocitos sdo células diferenciadas dos osteoblastos (Mescher, 2013) sendo as
células que estdo em maior nimero no osso (Feng & McDonald, 2011). Isto acontece,
devido aos osteoblastos secretarem uma grande quantidade de matriz, ficando deste modo
cercados pela matriz mineralizada e, por conseguinte, os osteoblastos diferenciam-se em
osteocitos (Lowe & Stevens, 2005; Mescher, 2013).

Os osteocitos vao sofrer processos citoplasmaticos, cujo a finalidade ¢ a formacao
de pequenos canais (caniculos). Os canais vao contribuir para a comunicagdo com outros
osteocitos e com as células do revestimento 6sseo (osteoblastos), através de formacgdes de
pontos comunicantes, as “‘gap junctions”, permitindo a troca de ides entre os vasos
sanguineos e o fluido extracelular (Mescher, 2013).

Os ostedcitos, comparativamente aos osteoblastos, apresentam complexo de Golgi
mais pequeno, sdo mais achatados e o nucleo com cromatina mais condensada. Intervém
na regulagdo da remodelacdo 6ssea, por producdo de citoquinas e, também o facto de
estarem ligados entre si e com outras células Osseas, sugere que tenham um papel

importante na homeostasia do calcio, como sensor de stress 6sseo (Mescher, 2013).

Osteoclastos

Os osteoclastos sao células grandes e multinucleadas, derivadas da linhagem dos
mondcitos/macrofagos. O seu papel principal é absorver matriz 6ssea durante a fase de
crescimento ou remodelacao ossea (Gartner & Hiatt, 2010; Mescher, 2013).

Sao estas células que durante a remodelagdo dssea, reabsorvem o 0sso antigo para
posterior formacdo de novo osso (Fawcett, 1995). A sua localizacdo fica em pequenas
cavidades na superficie do osso, onde a reabsor¢do ¢ maior, denominadas de lacunas de

Howship (Gartner & Hiatt, 2010; Mescher, 2013).

Diferenciagdo osteoclastica

E na medula dssea que estio os primeiros precursores dos osteoclastos, sendo as
unidades formadoras das colonias dos granuldcitos/macrofagos (CFU-GM). Na medula
Ossea, as células estaminais hematopoiéticas dao origem as células progenitoras
mieloides, devido a estimulagdo das interleucinas 3 (IL-3) e interleucinas 6 (IL-6). Com

o fator estimulador de coldnias de granuldcitos/macrofagos (GM-CSF), as células
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mieloides diferenciam-se em células progenitoras dos granuléeitos/macréfagos (GMP).
A diferenciacdo destas ultimas em células da linhagem dos monocitos/macrofagos, €
devido ao fator de estimulacdo das colonias de mondcitos e macrofagos (M-CSF), sendo
consideradas os precursores dos osteoblastos (D. B. Burr & Allen, 2014; F. Xu &
Teitelbaum, 2013). De seguida, o RANKL vai ligar-se ao recetor RANK dos percursores
dos osteoclastos e diferencia-los em células osteoclasticas progenitoras mononucleadas.
Por conseguinte, estas células fundem-se e tornam-se em osteoclastos multinucleados
latentes, ndo se encontrando ainda ativos. Por fim, quando os osteoclastos latentes
estiverem em contacto com a matriz dssea, vao induzir a polarizagdo da membrana,
passando desta forma a osteoclastos maduros, com capacidade de reabsorver a matriz
Ossea (D. B. Burr & Allen, 2014; F. Xu & Teitelbaum, 2013; Zou & Teitelbaum, 2010).

Quando os osteoclastos multinucleados latentes ficam em contato com a matriz
Ossea, ¢ formado uma borda com pregas rodeadas de actina, criando um microambiente
com pH éacido. A acidez ¢ devido a secrecdo de colagenase, catepsina K e bombas de
protdes, com finalidade de dissolver a hidroxiapatite e digerir as matrizes proteicas

(Mescher, 2013).
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Figura 10 - Diferenciacdo osteoclastica (D. Burr & Matthew, 2013)

OSTEOGENESE

O desenvolvimento 0sseo ocorre por dois processos: ossificacdo intramembranosa
e ossificacdo endocondral (Berendsen & Olsen, 2015; Hadjizadeh & Doillon, 2010;
Mescher, 2013). Na ossificagdo endocondral, as células mesenquimatosas diferenciam-se

em condrocitos e estes formam um modelo cartilaginoso para o futuro osso. Ja na

31



Regeneragdo ossea

ossificagdo intramembranosa, as células mesenquimatosas vao diferenciar-se em

osteoblastos e formam o novo osso (Berendsen & Olsen, 2015).

Ossificacao endocondral

Na ossificacdo endocondral, hd condensacdo das células mesenquimatosas e
posterior diferenciacdo em condrdcitos, que formam um modelo em cartilagem, através
da secrecdo duma matriz cartilaginea. Na periferia, as células sofrem diferenciagao
osteoblastica (Hadjizadeh & Doillon, 2010), de maneira a formar um colar 6sseo
denominado “bone collar” (Mescher, 2013). O colar dsseo impede a difusdo do oxigénio,
induzindo a producdo de fosfatase alcalina pelos condrécitos, que sofrem hipertrofia. A
hipertrofia dos condrocitos leva a que haja uma compressao no centro e comece a haver
uma calcificagdo de fora para dentro. Os condrocitos sofrem apoptose € criam uma
estrutura porosa, que ird servir para a penetragdo dos vasos (Mescher, 2013), trazendo as
células osteoprogenitoras e osteoblastos para posterior formagdo dos centros de
ossificacdo primarios (Hadjizadeh & Doillon, 2010). O processo comega com a secre¢cao
de metaloproteinases da matriz (MMP), pelos condrdcitos hipertroficos, que vao degradar
a matriz rica em colagénio. Os osteoclastos, por sua vez, tém um papel importante na
reabsorcdo desta matriz, promovendo a formag¢ao das cavidades medulares (Hadjizadeh
& Doillon, 2010).

O que resta do modelo da cartilagem calcificada ¢ parcialmente absorvida pelos
osteoclastos. Ao mesmo tempo que no centro de ossificagdo primario ¢ formado a
cavidade medular, na epifise do osso, também ¢ formado um centro de ossificagao
secundario. Entre estes dois centros existe uma zona que ndo ¢ calcificada, mas sim
constituida por tecido cartilaginoso, cuja responsabilidade ¢ assegurar o crescimento do

osso (Hadjizadeh & Doillon, 2010).
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Figura 11 - Ossificacdo endocondral (Hadjizadeh & Doillon, 2010)

Ossificacdo intramembranosa

O processo de ossificacgdo ¢ ligeiramente diferente do outro processo anteriormente
explicado. A ossificagdo intramembranosa vai dar origem principalmente aos ossos da
cabega e, comega por haver condensagdo de células mesenquimais, formando assim uma
camada mesenquimatosa, a volta de uma rede de capilares. Na camada mesenquimatosa,
ha a formacdo de pequenos centros de ossificacdo, pelo qual se vai desenvolver a
formagdo do futuro osso (Mescher, 2013).

As células mesenquimais diferenciam-se nas células osteoprogenitoras e estas vao
proliferar e formar os osteoblastos. Como j& dito anteriormente, os osteoblastos vdo
secretar o ostedide, que ird calcificar e formar as trabéculas dos futuros o0ssos.
Continuamente, havera a diferenciagdo dos osteoblastos em osteocitos e estes formam os
seus canais citoplasmaticos, denominadas de caniculos (Mescher, 2013).

Com a continuagdo da secre¢do matricial, calcificagdo e crescimento trabecular, ha
fusdo dos diferentes centros de ossificagdo, produzindo o osso compacto. Deste modo,
este tipo de ossificagdo envolve o 0sso esponjoso, a medula e vasos sanguineos de maiores

dimensdes (Mescher, 2013).

Remodelacao Ossea

O osso0 ao longo da sua vida vai sofrendo algumas microfraturas, devido as forgas
de carga que sdo empregues no dia a dia. Como tal, o 0sso € um tecido bastante dinamico,
reparando as suas fraturas através de dois processos, a reabsor¢do Ossea e a formagdo

Ossea (Eriksen, 2010; Feng & McDonald, 2011). Ambas as fases tém de estar muito bem
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sincronizadas e a quantidade de osso reabsorvida tem de ser igual a quantidade formada,
porque qualquer desvio que haja, seja por aumento da reabsor¢do ou aumento da
formacdo do novo 0sso, pode originar complicagdes (Eriksen, 2010).

No processo de remodelagdo estdo envolvidas quatro tipo de células, sendo as
células de revestimento 0sseo os ostedcitos, os osteoblastos e os osteoclastos. Para que se
dé todo este processo, sdo precisas quatro fases, ilustradas pela figura 12 (Feng &
McDonald, 2011):

Fase 1: Ativagdo/Iniciagdo, sinalizagdo e recrutamento dos precursores dos

osteoclastos para o local especifico.

Fase 2: Reabsor¢do Ossea e recrutamento das células estaminais mesenquimais e

células osteoprogenitoras.

Fase 3: Formagdo 6ssea, diferenciagdo dos osteoblastos e sintese do osteoide.

Fase 4: Mineralizagdo do osteoide e fim da remodelagdo dssea.
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Figura 12 - Quatro fases da remodelacdo 6ssea. 1) Inicio da remodelacdo; 2) Reabsorcio ossea; 3)
Formagdo do novo osso; 4) Fim da remodelagdo (Feng & McDonald, 2011)
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A unidade basica multicelular (BMU) ¢ o local inicial da remodelacao 6ssea, que
compreende as células envolvidas no processo (Eriksen, 2010) e o local onde ocorre essa
remodelagdo denomina-se de compartimento de remodelagdo 6ssea (BRC) (Feng &
McDonald, 2011; Mescher, 2013). No processo de remodelacao 6ssea, os ostedcitos sao
as células que irdo detetar alguma deformagao no osso, provocadas por for¢as mecanicas
ou alguma microfratura presente no 0sso antigo, e posteriormente transmitir o sinal para
recrutar os precursores dos osteoclastos ao respetivo local. As células precursoras podem
ser recrutadas através da medula 6ssea ou dos capilares, fixando-se a matriz dssea e
devido as elevadas concentragoes dos fatores M-CSF ¢ RANKL vao diferenciar-se em
osteoclastos (Feng & McDonald, 2011).

Na segunda fase da remodelacdo dssea ¢ iniciado o recrutamento das células
estaminais mesenquimais (MSC) e das osteoprogenitoras para o compartimento da
remodelagdo, através da medula 6ssea ou dos capilares. Estas células diferenciam-se em
pré-osteoblastos e depois em osteoblastos, sendo o processo de reabsor¢do Ossea
predominante (Feng & McDonald, 2011).

Na terceira fase, os osteoblastos estdo funcionais e iniciam a sintetize de osteodide,
que se deposita no compartimento da remodelacdo 6ssea a fim de formar o novo 0sso,
mantendo um equilibrio entre a quantidade Ossea reabsorvida e a formada (Feng &
McDonald, 2011).

Na quarta fase, o ostedide vai mineralizar, concluindo-se assim o ciclo da
remodelacdo o6ssea. Em ossos saudéaveis, a quantidade reabsorvida ¢ igual a quantidade
formada, ndo havendo diferencas na massa ¢ na forca. Em caso de doencas associadas a
este ciclo, em que a remodelagdo ¢ anormal, ha diferencgas entre a quantidade reabsorvida
¢ a formada, refletindo-se na massa ¢ na for¢a dos 0ssos, como o caso da doenga

osteoporose (D. Burr & Matthew, 2013; Feng & McDonald, 2011; Mescher, 2013).

SISTEMA RANK/RANKL/OPG

O sistema RANK/RANKL/OPG foi identificado no final dos anos de 1990 (W. Liu
& Zhang, 2015; Walsh & Choi, 2014) e ¢ constituido por peoteinas pertencentes a familia
dos fatores de necrose tumoral (TNF) (Sigl & Penninger, 2014). Este sistema ¢ muito
importante para a homeostase do tecido dsseo, através da regulagdo dos osteoclastos

(Walsh & Choi, 2014). Contudo, este ndo esta presente apenas no tecido 6sseo, tendo sido

35



Regeneragdo ossea

verificado que estas citoquinas também estdo presentes noutros tecidos e células, como ¢
o caso das glandulas mamarias, cérebro, nodulos linfaticos (W. Liu & Zhang, 2015) e

expressdo das células do sistema imunitario (Walsh & Chot, 2014).
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Figura 13 - (A) Interacdo RANK/RANKL ¢ (B) Interacdo OPG/RANKL. Adaptado de (Josse, 2009)

Recetor ativador do fator nuclear kappa 3 (RANK)

O recetor ativador do fator nuclear kappa 3 (RANK), pertence a superfamilia dos
recetores para os fatores de necrose tumoral (TNFRSF) (I. Silva & Branco, 2011; Walsh
& Choi, 2014). E uma proteina transmembranar tipo I expressa em vérias células,
nomeadamente pelas células da linhagem dos macréfagos/monocitos (W. Liu & Zhang,
2015), como os precursores dos osteoclastos e osteoclastos maduros, células B e T,
células dendriticas, fibroblastos e condrocitos (I. Silva & Branco, 2011). Também pode
ser expressa noutros tecidos como musculo esquelético, timo, figado, cdlon, glandulas
mamarias, prostata e pancreas (1. Silva & Branco, 2011). Outros nomes sdo dados a este
recetor, para alem de RANK, como recetor de citoquinas induzido por ativagdo do fator
de necrose tumoral (TRANCE-R) ou recetor de ativagdo da diferenciacdo dos
osteoclastos (ODAR) (Walsh & Choi, 2014).

A familia destes recetores ndo tém atividade enzimatica intrinseca, sendo necessaria
ainteragdo de um fator necrose tumoral (Walsh & Choi, 2014), como € o caso do RANKL
que ¢ produzido pelos osteoblastos (I. Silva & Branco, 2011), conduzindo a maturagdo
dos osteoclastos funcionais (Hsu et al., 1999; Perry et al., 2015; F. Xu & Teitelbaum,
2013).
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Dougal e os seus colaboradores, em 1999, conduziram um ensaio experimental em
ratos, cujo gene que codifica para o RANK foi eliminado, levando a deficiéncia deste
recetor. Os ratos foram caraterizados por uma osteopetrose profunda, ndo havendo
diferenciagdo das células mieldides progenitoras em osteoclastos, resultando numa
auséncia de reabsorcdo Ossea. Ainda no mesmo ensaio, 0s ratos com auséncia de
expressdo de RANK, ndo apresentaram nddulos linfaticos periféricos e as células B
apresentavam-se em numero reduzido (Dougall et al., 1999).

Noutro estudo, Li e os seus colaboradores (2000), usaram ratos com deficiéncia de
RANK e observaram, que durante o crescimento endocondral, as placas de crescimento
eram mais pequenas € os ratos apresentavam osteopetrose (“osso de pedra”), tendo os
autores atribuido estes resultados a auséncia de reabsor¢ao 6ssea em consequéncia da nao
diferenciagdo e maturagdo dos osteoclastos (Li et al., 2000).

Ambos os estudos vém apoiar a teoria de que o RANK ¢ expresso em células
hematopoiéticas e osteoclastos e, que a auséncia de diferenciacdo osteoclastica nos ratos
sem o gene do RANK ¢ um defeito intrinseco nas células de linhagem hematopoiética

(Dougall et al., 1999; Li et al., 2000).

Ligando do recetor ativador do fator nuclear kappa 3 (RANKL)

O ligando do recetor ativador do factor nuclear kappa B (RANKL) pertence a
familia dos fatores de necrose tumoral (Lacey et al., 1998; W. Liu & Zhang, 2015; Walsh
& Choi, 2014; Wong et al., 1997), sendo a sua expressdo mediada pelos osteoblastos e
células estromais (Nakashima et al., 2000; Walsh & Choi, 2014), podendo ainda ser
encontrado nos linfécitos T e nos pulmdes (Walsh & Choi, 2014). O RANKL foi
descoberto independentemente por quatro grupos de investigadores, razao pela qual pode
assumir denominagodes diferentes (Walsh & Choi, 2014). Em 1997, Wong e seus
colaboradores denominaram-no de citoquina induzida por ativagdo relacionada com o
fator de necrose tumoral (TRANCE). Em 1998, Lacey et all, deram o nome de ligando da
osteoprotegerina (OPGL) e, ainda Yasuda e os seus colaboradores apelidaram o RANKL
de fator de diferenciagdo osteocléstica (Lacey et al., 1998; Wong et al., 1997; Yasuda et
al., 1998).

A proteina ¢ muito importante na osteoclastogénese, visto ligar-se aos recetores

RANK dos precursores dos osteoclastos e, participar na regularizacao e diferenciacao dos
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mesmos em osteoclastos (Walsh & Choi, 2014; F. Xu & Teitelbaum, 2013; Yasuda et al.,
1998).

O RANKL existe em duas formas, uma forma soliivel e outra forma membranosa
(I. Silva & Branco, 2011; Walsh & Choi, 2014). A forma soluvel tem menor capacidade
de regularizacdo dos osteoclastos. Normalmente ¢ expressa na forma de membrana, pelos
osteoblastos e células T ativadas, mas devido a clivagem proteolitica, pelas
metaloproteinases da matriz (MMP3 e MMP7), esta transforma-se na forma soluvel (1.
Silva & Branco, 2011).

Existe um estudo experimental realizado por Kong et all (1999), em que foi deletado
o gene que codificava o RANKL em ratos e, deste modo, os seus osteoblastos ndo
expressavam esta proteina. O ensaio demonstrou a importdncia do RANKL,
relativamente a osteoclastogénese, sendo necessario na regularizagcdo dos osteoclastos,
pela ligacdo desta ao seu recetor RANK, presente na membrana dos precursores dos
osteoclastos. Com esta auséncia, os ratos apresentaram osteopetrose, visto que durante a
remodelagdo dssea, ndo existe a fase da reabsor¢do (Kong et al., 1999). Este estudo vem
ao encontro de outros estudos sobre o RANK, nomeadamente, a investigacdo feita por Li

e os seus colaboradores (2000) e Dougall et all (1999).

Osteoprotegerina (OPG)

A osteoprotegerina (OPG) pertence a superfamilia dos fatores de necrose tumoral,
tendo sido descoberta e denominada por diferentes investigadores (I. Silva & Branco,
2011; Walsh & Choi, 2014). Tsuda e os seus colaboradores (1997), deram o nome de
fator inibidor da osteoclastogénese (OCIF), Kwon e os seus colaboradores (1998),
identificaram esta citoquina e denominaram de tropina redutase 1 (TR1) e por ultimo,
Theodore e seus colaboradores (1998), denominaram de receptor-1 derivado de células
dendriticas foliculares (FDCR-1) (Kwon et al., 1998; E. Tsuda et al., 1997; Yun et al.,
1998). No entanto, a Osteoprotegerina foi descoberta e denominada primeiramente por
Simonet e os seus colaboradores (1997) e Rodan and Martin (1997) (W. Liu & Zhang,
2015).

A Osteoprotegerina tem uma grande afinidade para o RANKL, e, como tal a ligagao
destes vai impedir a ligagdo do RANKL aos recetores RANK, presentes na membrana
dos precursores dos osteoclastos, afetando a osteoclastogénese e a remodelacao (W. Liu

& Zhang, 2015; Perry et al., 2015; Walsh & Choi, 2014).
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Simonet e seus colaboradores (1997), durante o seu estudo, conseguiram identificar
a OPG, através do DNA dos intestinos dos ratos. Detetaram que em ratos transgénicos ,
cuja expressdo de OPG era acima do normal, os ratos apresentavam osteopetrose. Pode-
se concluir que a Osteoprotegerina ¢ muito importante na osteoclastogénese, visto que
quanto maior o numero desta glicoproteina, maior o bloqueio no RANKL, ndo deixando
o RANKL ligar-se a0 RANK. Deste modo, ndo ha formacao de osteoclastos maduros e
funcionais, ndo havendo reabsorcao 6ssea (W. Liu & Zhang, 2015; Simonet et al., 1997;

Walsh & Choi, 2014).

REGENERACAO OSSEA

A regeneragdo dssea ¢ um processo fisiologico complexo, que ocorre naturalmente
ao longo da nossa vida, ndo sé ao nivel de fraturas causadas por fatores externos, mas
também por microfraturas causadas diariamente (Dimitriou, Jones, McGonagle, &
Giannoudis, 2011; Oryan, Alidadi, Moshiri, & Maffulli, 2014). Este processo conta com
o recrutamento das células envolvidas, expressao génica e sintese de fatores especificos,
que irdo restaurar a integridade e funcionamento 6sseo (Komatsu & Warden, 2010).

A regeneracao dssea pode ocorrer de duas maneiras, sendo a regeneragao da fratura,
onde o proprio 0sso se regenera a si proprio e, a regeneracao guiada, onde € necessario
recorrer a meios cirurgicos com enxertos autdlogos , aloenxertos ou xenoenxertos
(Campana et al., 2014; Chiarello et al., 2013; Marsell & Einhorn, 2011b; Oryan et al.,
2014; Sathyendra & Darowish, 2013).

Fraturas

As fraturas podem ser caracterizadas em microfraturas e macrofraturas. As
microfraturas acontecem diariamente, pelo excesso de carga aplicada no osso ou por
tumores 0sseos que vao enfraquecendo os 0ssos. As macrofraturas sdo fraturas de maiores
dimensdes, que podem ser causadas pelo excesso de microfraturas, ou pelo excesso de
carga, que leva a quebra, denominando de “fratura de stress”. Existem ainda fatores
patolégicos, no caso de doengas Osseas ou subnutricdo, que deixam o 0sso com
propriedades mecanicas mais fracas, ficando este mais suscetivel a fraturas (Oryan,

Monazzah, & Bigham-Sadegh, 2015b).
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Regeneracio de fraturas

A cicatrizagdo de fraturas 6sseas € um processo bioldgico complexo, que envolve a
expressao de moléculas e células capazes de reabsorver o tecido lesado e substitui-lo por
novo tecido. Dependendo do tipo de fratura, este pode ser de cicatrizagdo direta ou
priméria e cicatrizagdo indireta ou secunddria. O processo de reparacdo ¢ muito
importante, na medida em que € necessario o 0sso voltar & sua forma original e com as
propriedades mecanicas e biologicas anteriores a fratura (Gibon et al., 2017; Marsell &

Einhorn, 2011a; Sathyendra & Darowish, 2013).

Regeneragdo Indireta

A cicatrizagdo indireta ¢ caracterizado pelos processos de ossificacdo endocondral
e intramembranosa e estd compreendido em cinco fases: a fase inflamatdria, a fase de
formagao do calo cartilagem mole, a fase de neovascularizagdo ou angiogénese, a fase de
formagdo do calo 6sseo e a remodelacdo, processo que ird reestabelecer as propriedades

6sseas (Gibon et al., 2017; Marsell & Einhorn, 2011a; Sathyendra & Darowish, 2013).

Fase inflamatoria

Aquando da fratura, os vasos sanguineos, o tecido dsseo e o tecido mole a volta sao
lesionados. Inicialmente, ¢ formado um hematoma devido a formagdo de um coagulo de
fibrina e, este vai ser como um molde do processo de cicatriza¢do, confinando as células
e as moléculas, naquele mesmo espago, ilustrado pela figura 14 (Sathyendra & Darowish,
2013). A fase inflamatoria, comum a todos os processos de cicatrizagdo Ossea, tem um
papel muito importante na cascata de regeneracao, sendo responséavel pelo recrutamento
das células inflamatodrias, de células mesenquimais e pela estimulacdo da angiogénese
(Schmidt-Bleek et al., 2012)

A fase inflamatéria ¢ acompanhada de duas fases: a fase aguda (proinflamacgao) e a
fase inflamatoria. Na fase inflamatoria aguda, ocorre no inicio da fratura, existe produgao
de citoquinas, que medeiam a proliferacao celular e a angiogénese. Numa primeira parte,
ha recrutamento de neutréfilos polimorfonucleares, que sdo atraidos pelas células mortas
e pelos detritos deixados pelo trauma. Os neutréfilos produzem intelucinas 6 (IL-6), com
o objetivo de atrair os macrofagos dsseos (osteomacs) (Claes et al., 2012). Aqui, as
concentragdes de interleucinas 1 e 6 (IL-1 e [L-6) e fatores de necrose tumoral alfa (TNF-

o) estdo muito altas, sendo que a IL-1, produzida pelos macrofagos, vai recrutar as células
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mesenquimais, vindas da medula 6ssea e do peridsteo para serem diferenciadas em

condrocitos, a fim de se formar o calo de cartilagem (Giannoudis et al., 2015).

Figura 14 - Fase inflamatéria, caraterizada pela presenga de hematoma (Mescher, 2013).

I.  Fase de formacio do calo mole

A formagdo do calo cartilaginoso ¢ gerada pela hipoxia do local, que origina a
diferenciagdo das células mesenquimais em condrocitos. A produgdo da cartilagem ¢
importante para dar estabilidade ao osso e as células, de maneira a que seja possivel a
formacdo de vasos sanguineos, visto que a produgdo de osso precisa de fornecimento de
oxigénio (Giannoudis et al., 2015; Sathyendra & Darowish, 2013).

A falta de sangue, vai libertar fatores de crescimento transformantes (TGF-b2 e
TGF-b3) e ainda fatores de crescimento e diferenciagdo (GDF-5), promovendo assim a
diferenciagdo das células mesenquimais em condrécitos (Giannoudis et al., 2015). A
proliferagdo dos condrocitos criam um molde (Figura 15), com a secrecdo de colagénio
tipo II (colagénio da cartilagem), sendo a estabilidade mecanica aumentada. Os
condrocitos hipertrofiam e ha produgdo de fatores angiogénicos (angiopoetina) e fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF) (Giannoudis et al., 2015; Marsell & Einhorn,
2011a). Nesta altura, também hé a libertacdo de proteinas morfogénicas Osseas, com a

finalidade de recrutar os osteoblastos (Sathyendra & Darowish, 2013).
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Figura 15 - Fase da formacdo do calo mole de cartilagem (Mescher, 2013).

II.  Fase angiogénese e neovascularizacio

Uma vez que o calo mole ¢ formado, a estabilidade ¢ aumentada e os condrocitos
iniciam o processo de apoptose. Aqui, temos a presenca de duas moléculas no processo
de vascularizagdo, as proteinas vasculares morfogénicas (angiopoetina-1 e 2) e o VEGF.

A angiopontina € produzida no inicio da fratura, a fim de promover o crescimento
vascular no periosteo, para se reestabelecer a ligagdo dos vasos sanguineos.

Por outro lado, a VEGF ¢ considerada a mais importante na regeneragdo vascular,
sendo expressa pelos condrécitos hipertroficos, com fungdo a agregacao e proliferacio de
células mesenquimais endoteliais para o plexo vascular, j4 existente (Marsell & Einhorn,

2011a).

III.  Fase de formacdo de calo d6sseo rigido

A fase da formacao do calo rigido advém da formagao do calo mole e é como uma
segunda remodelagdo, substituindo o tecido cartilaginoso por tecido 0sseo imaturo
“woven bone” e, posterior tecido lamelar 6sseo (Marsell & Einhorn, 2011a; Sathyendra
& Darowish, 2013). O TNF-o. presente vai induzir a apoptose dos condrocitos
hipertroficos, promovendo o recrutamento de células mesenquimais com potencial
osteogénico. A presenca de M-CSF, RANKL e OPG vio recrutar e diferenciar células
osteoblasticas e osteoclasticas, com a finalidade de formar o tecido 6sseo (Marsell &
Einhorn, 2011a). A atividade das células osteoclésticas e osteoblésticas ndo cessam e, os

osteoclastos continuam a reabsorver o 0sso, enquanto os osteoblastos formam novo 0sso
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lamelar, ilustrado pela figura 16 (Marsell & Einhorn, 2011a; Sathyendra & Darowish,
2013).

Figura 16 - Fase de formacdo do calo ésseo rigido (Mescher, 2013).

V. Formacio do novo 0sso

A ultima fase remete para a remodelagdo 0ssea, 0s vasos sanguineos estdo formados
e o0 osso tem uma fonte de oxigénio e nutrientes necessarios a sua homeostasia. A
atividade osteoclastica e osteoblastica esta ativa, com os osteoclastos a reabsorverem o
tecido e os osteoblastos a formarem novo tecido 6sseo. Algumas citoquinas estdo
reduzidas, no entanto as IL-1, TNF-o. e BMP-2 estao aumentadas, devido a atividade dos
osteoblastos e osteoclastos (Claes et al., 2012; Marsell & Einhorn, 2011a; Sathyendra &
Darowish, 2013).

Por fim, o osso vai ganhando a sua forma original (Figura 17) e, gradualmente, a
forca e estabilidade mecanica vao aumentando, até uma fase onde o 0sso ja suporta o peso
do corpo e esta finalmente formado (Marsell & Einhorn, 2011b; Sathyendra & Darowish,
2013).
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Figura 17 - Remodelagdo do novo osso, estando finalizada a cicatrizacdo completa da fratura (Mescher,
2013).

Cicatrizagdo directa ou primdria

A cicatrizagdo direta ou primaria, também nomeada cicatrizacdo dssea dos sistemas
Haversianos, ocorre apenas por ossificagdo intramembranosa com necessidade de
recorrer a0 campo operatorio. O tempo de cicatrizacdo direta, depende de pessoa para
pessoa e € um processo lento. No entanto, alguns fatores podem influenciar esse tempo,
nomeadamente, fumadores, a idade e doengas cronicas, nomeadamente diabetes e
hipertensdo arterial (Sathyendra & Darowish, 2013).

Para que ocorra cicatrizagdo direta, tem de haver condigdes, nomeadamente,
estabilidade e imobilizagdo do membro e as faces da fratura tém de estar em contacto,
sendo necessario recorrer a meios cirurgicos com uso de parafusos e placas. A
cicatrizagdo primaria serd menos afetada pela inflamagdo, tendo um influxo de células
muito menores, que podera durar alguns anos (Claes et al., 2012; Marsell & Einhorn,
2011) e, pode ocorrer de duas formas: cicatrizagdo de contacto ou cicatrizagdo de
intervalo.

A cicatrizagdo por contacto, tem como condi¢des, o intervalo entre as faces serem
menos de 0.0lmm e tensdo interfragmentaria ser menos de 2%. Inicialmente, os
osteoclastos vao reabsorver osso e formar cavidades longitudinais. Simultaneamente os
sistemas Haversianos sdo reestabelecidos e os vasos sanguineos atravessam aqueles
canais, trazendo precursores osteoblastico e agregando novamente o osso (Marsell &

Einhorn, 2011).
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A cicatrizagdo por intervalo € diferente da anterior, pois a formagdo dos canais
Haversianos e a unido do osso ndo se da em simultaneo e, o intervalo entre as faces deve
estar entre 0.8 mm e 1 mm.

Inicialmente, o local da fratura € preenchido com osso lamelar orientado
perpendicularmente ao osso. Os vasos sanguineos sio reestabelecidos e trazem para a
zona da fratura, células precursoras dos osteoblastos, sendo que os osteoblastos vado
formar osso lamelar na horizontal, com propriedades mecanicas mais fracas (Figura 18B).

Uma segunda etapa da cicatrizagdo por intervalo vai envolver a reabsor¢do do 0sso
lamelar pelos osteoclastos e a formagdo de um novo 0sso pelos osteoblastos, tendo este a
orientacdo normal do restante osso e as propriedades mecanicas regulares (Marsell &

Einhorn, 2011).

Figura 18 - Cicatrizacdo direta. (A) Cicatrizaclo por contacto ¢ (B) Cicatrizagdo por intervalo. Adaptado
de (Claes et al., 2012)

Fatores que influenciam o tempo de cicatrizagcdio

O tempo da cicatrizacdo direta depende de pessoa para pessoa e, € um processo
lento. No entanto, alguns fatores podem influenciar esse tempo, nomeadamente, os
fumadores, a idade e as doengas cronicas, como € o caso da diabetes mellitus e da
hipertensdo arterial (Sathyendra & Darowish, 2013).

Os fumadores sdo um grupo de risco para o atraso da cicatrizagdo da fratura, apesar
do mecanismo ainda ndo estar bem definido, estudos evidenciam esse atraso na
cicatrizagdo (Donigan, Fredericks, Nepola, & Smucker, 2012).

Castillo e os seus colaboradores, realizaram um estudo comparativo em doentes
com fratura na tibia, dividindo-os em trés grupos: pacientes ndo fumadores, ex-fumadores
e fumadores correntes. Concluiram que os ex-fumadores demoram mais tempo a

cicatrizar a fratura do que os fumadores e os ndo fumadores.
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Rothem e os seus colaboradores, acreditam que o uso de nicotina influencia os
genes que expressam os osteoblastos, podendo estes induzir a proliferagao celular. Por
outro lado, os autores afirmam serem precisos mais estudos, de maneira a compreender
melhor a relagdao da nicotina e do metabolismo 6sseo (Rothem, Rothem, Dahan, Eliakim,
& Soudry, 2011). Todavia, esta relacdo pode ser dose-dependente e, ainda o fato dos
cigarros ndo conterem sO nicotina, pode haver alguma relacdo com outro constituinte
destes (Castillo, Bosse, MacKenzie, & Patterson, 2005; Rothem et al., 2011; Scolaro et
al., 2014).

A idade também ¢ um fator muito importante com influéncia na regeneracao de
fraturas Osseas. Pacientes no periodo da menopausa e outros pacientes com idade
avancada t€ém mudancas ao nivel da composicao Ossea, fatores crescimento e citoquinas,
influenciando o metabolismo do osso (Sathyendra & Darowish, 2013; Tarantino et al.,
2013).

Stoltzing e os seus colaboradores, em 2008, observaram uma diminui¢ao do nimero
e da capacidade proliferativa das células mesenquimais em humanos com idade avangada
(Stolzing, Jones, McGonagle, & Scutt, 2008). Zhou et al., (2008), também notaram que a
populacao de células mesenquimais estava diminuida, afetando a sua proliferagao.

Beil e os seus colaboradores, em 2010, realizaram um estudo em ratos com
menopausa e viram que estes apresentavam baixa mineralizacdo e remodelacdo, baixa
diferenciagdo celular, diminui¢do das respostas osteoblasticas e dificuldade na
vascularizagdo (Beil et al., 2010), evidenciando que a idade ¢ um fator que pode perturbar
a cicatrizacdo de fraturas dsseas (Beil et al., 2010; Sathyendra & Darowish, 2013;
Stolzing et al., 2008; S. Zhou et al., 2008).

Outros fatores que podem influenciar a regenera¢do de fraturas sdo algumas
comorbidades, como as doengas crdnicas, que afetam tanto jovens como idosos,
nomeadamente a diabetes mellitus e a hipertensao arterial (Sathyendra & Darowish, 2013;
Tarantino et al., 2013).

A diabetes mellitus (DM) ¢ uma doenga metabdlica que aumenta o risco de fratura,
que interfere com a formagao do osso e, ainda perturba a reparacao deste (Jiao, Xiao, &
Graves, 2015). A doenga aumenta o nimero e a atividade dos osteoclastos e baixa os
osteoblastos, levando a um aumento de reabsor¢do dssea € uma diminui¢ao de formagdo
do osso. Na DM, existem os produtos finais da glicagdao avancada (AGE), que sao gerados
por reacdes enzimaticas entre os aldeidos formados na reducdo dos actcares e dos

aminodcidos vindos das proteinas, lipidos e 4acidos nucleicos. Os AGE, vao acumular-se
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e, estudos indicam que estes produtos podem ativar os osteoclastos ou alterar o osso para
um ambiente favoravel a reabsorcdo (X. N. Dong, Qin, Xu, & Wang, 2011; X. Yang et
al., 2015).

Por outro lado, Yang e os seus colaboradores, em 2015, inquirem se a reabsor¢ao
osteoclastica nao esta relacionada com o aumento dos AGE, em idosos, mas sim no fato
de os osteoclastos ndo reabsorverem o tecido 6sseo antigo e danificado, levando a
fragilidade do osso. Contudo, em pacientes mais novos, hd um aumento da atividade
osteocléstica e consequentemente uma reabsorcao 6ssea mais marcada (X. Yang et al.,
2015). A baixa formagdo 6ssea deve-se ao fato dos AGEs modificarem o colagénio,
comprometendo a integrina que medeia a ligagdo dos osteoblastos a matriz (McCarthy,
Uemura, Etcheverry, & Cortizo, 2004). Ainda em pacientes com DM nio tratada, os
osteoblastos sofrem apoptose, devido ao aumento de inflamagdo, que por conseguinte
aumenta a expressao de citoquinas inflamatorias (Coe, Irwin, Lippner, & McCabe, 2011).

A hipertensdo ¢ uma doenga cronica vascular, que esta ligada ao aumento da perda
da densidade 6ssea mineral, influenciando negativamente a reparagao de fraturas (Bastos
et al., 2013; K. Tsuda et al., 2001; S. Yang et al., 2014). A doenca esté relacionada com
o metabolismo do célcio no osso, ndo deixando que este se deposite na matriz e seja
excretado, enfraquecendo a densidade mineral, tornando assim os 0ssos mais fracos.

O estudo efetuado por Bastos e os seus colaboradores, em 2013, evidenciaram que
ratos hipertensivos tinham uma densidade dssea e uma reparagdo inferior aos ratos
normotensivos. Os autores sugerem que o fendmeno é causado pela angiotensina II,
sugerindo que esta vai afetar a diferenciacdo dos osteoblastos e assim perturbar a normal
reparacao Ossea (Bastos et al., 2013).

Ainda, estudo efetuado por Tsuda e os seus colaboradores, em 2001, observam em
mulheres hipertensivas uma menor densidade mineral Ossea, comparativamente as
mulheres normotensivas. Sugerem ainda, que a diminuicao da densidade deve-se a taxa

de excre¢do do calcio pela urina (K. Tsuda, Nishio, & Masuyama, 2001).
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Regeneracio guiada

O processo da regeneragdo ossea guiada ¢ um método que vem ajudar a reparar
defeitos Osseos, seja em caso de maiores fraturas ou patologias. A regenera¢do guiada
conta com a aplicacdo de enxertos 0sseos e/ou o uso de enxertos biomiméticos do 0sso
humano, a fim de se formar osso saudavel com caracteristicas de suporte e prote¢ao (Lee
& Kim, 2014).

Os enxertos 0sseos sdo definidos como um material implantado que promove a
regeneracdo do osso, sozinho ou combinado com outros materiais que podem ajudar a
aumentar a osteogénese, a osteocondutibilidade e a osteoinducdo (Oryan et al., 2014).
Estes, podem ser de dois tipos diferentes, os enxertos autologos e aloenxertos ou
xenoenxertos (Campana et al., 2014; Chiarello et al., 2013; Gusi¢ et al., 2014; Oryan et
al., 2014) .

A regeneracdo Ossea guiada vai depender das propriedades dos enxertos, como:
(Egol et al., 2015; Jakoi, lorio, & Cahill, 2015)

I.  Osteoconducdo: propriedade da substancia/material que vai servir de esqueleto
para o crescimento do novo 0sso;

II.  Osteogénese: constitui as células que estdo presentes na substancia/material que
irdo contribuir para a formagao do novo 0sso;

III.  Osteoindugdo: este refere os fatores de crescimento e citoquinas presentes no
enxerto que estimulam a diferenciacdo das células osteoprogenitoras em
osteoblastos;

Estas caracteristicas sdo muitos importantes, de maneira a haver uma boa reparacao
6ssea, com o uso de enxertos. Os enxertos apresentam caracteristicas diferentes, no

entanto, algumas caracteristicas poderdo ser aumentadas (Egol et al., 2015).

Enxerto Autdlogo

O enxerto autologo da crista iliaca ¢ o método mais usado e tem propriedades
osteocondutivas, osteoindutivas e osteogénicas (Chiarello et al., 2013; Egol et al., 2015),
conferindo estabilidade mecanica ¢ induzindo a formagdo do novo osso (Dumic-cule,
Pecina, & Jelic, 2015). No entanto existem desvantagens, como a morbidade no sitio
dador (Arner & Santrock, 2014; J. B. Chang & Lee, 2016; Egol et al., 2015; Jakoi et al.,

2015), a quantidade limitada de osso que temos no nosso corpo, os longos tempos de
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operagado, as possiveis novas operagdes (Chiarello et al., 2013), o aumento da perda de
sangue e longos internamentos hospitalares (J. J. Park, Hershman, & Kim, 2013), sendo
a maior complicagdo ¢ a dor crénica no sitio dador (Chiarello et al., 2013).

Apesar de esta abordagem ser “gold standard”, as limitagdes levaram a que varios
investigadores recorressem a estratégias de engenharia do tecido 6sseo, como alternativa

a este método (J. B. Chang & Lee, 2016).

Aloenxertos

Os enxertos alogénicos vém de um dador que ndo a propria pessoa, podendo vir
tanto de um dador vivo, como de um dador morto (Chiarello et al., 2013; Shibuya &
Jupiter, 2015). Os aloenxertos tém certas propriedades como a osteocondug¢do (Ehrler &
Vaccaro, 2000) e alguns fatores de crescimento osteoindutivos, apresentando uma
velocidade de regeneragdo mais baixa (Arner & Santrock, 2014).

Os enxertos antes de serem usados sdo submetidos a varios processos de
esterilizacdo, de maneira a reduzir a transmissao de doengas (Arner & Santrock, 2014;
Shibuya & Jupiter, 2015), passando por radiagdo de raios gama e esteriliza¢ao por 6xido
de etileno (Arner & Santrock, 2014). Os processos de esteriliza¢do por radiagdo dos raios
gama sao custo-efetivo e embora consigam eliminar alguns virus patogénicos no tecido
do osso, o proprio perde propriedades importante como a osteoinducdo e a forca
(Moskala, 2003).

As vantagens existentes sdo o fato de ndo haver qualquer tipo de problemas para o
sitio dador, tempo de cirurgia menor visto que o osso dador ndo ¢é retirado da propria
pessoa, numero ilimitado de ossos para transplante e o facto de haver varios tamanhos e
formas (Ehrler & Vaccaro, 2000).

Por outro lado, as desvantagens s@o a possivel transmissdo de doengas, ndo possuir
propriedades de osteogénese e ainda os problemas relacionados com a
imunocompatibilidade (Arner & Santrock, 2014), podendo este ser mesmo rejeitado pelo
corpo e o transplante falhar (Gusi¢ et al., 2014).

Existem trés tipos de enxertos alogénicos: os frescos, os frescos congelados e ainda
os liofilizados, cada um com caracteristicas diferentes, esquematizadas na tabela 1

(Shibuya & Jupiter, 2015).
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Tabela 1 — Caracteristicas dos enxertos, adaptado de (Shibuya & Jupiter, 2015).

Excertos Frescos Excertos frescos congelados Excertos liofilizados
Mais caros Menos caros
Mais imunocompativeis Mais imunocompativeis
Tempo de vida menor Tempo de vida maior
Mais rigidos Carateristicas intermédias Mais disponiveis
Carateristicas osteogénicas e Carateristicas osteocondutivas e osteoindutivas
osteocondutivas maiores menores

Utilizados em locais bem vascularizados, onde
existem factores indutiveis nativos

Engenharia de tecidos

O uso de enxerto, como ja dito anteriormente, apresenta algumas desvantagens ao
nivel das suas propriedades fisicas e quimicas, como para o proprio doente. Foi necessario
desenvolver novas estratégias através da engenharia de tecidos ¢sseos (Szpalski et al.,
2011), de modo a conseguir integrar todas as caracteristicas necessarias a uma boa
regeneragdo Ossea e, melhorar a qualidade de vida do doente.

Esta area resulta em moldes com caracteristicas onsteocondutivas, fatores de
crescimento osteoindutivos e células percursores osteogénicas (Nayak, Roth, &
Mcgavern, 2014), tentando ainda promover a vascularizagdo, conferindo uma eficiente
osteointegracdo e restauracdo mais acelerada (Nayak et al., 2014).

Como tal, a engenharia de tecidos compreende trés campos, nomeadamente, 0s
moldes ou matriz extracelular, as células presentes nessa matriz ¢ o ambiente a volta

dessas (Szpalski et al., 2011).

50



Desenvolvimento

Biomaterial Scaffold ~

Adhesion, , ‘ \ growth

proliferation and / factor
differentiation S transport

Bone' \Regeneration
I

Cell induction

Cells Factors

Figura 19 - Componentes da regeneracio ossea guiada (Bhattacharya, Ghayor, & Weber, 2016)

Componente celular

A area da engenharia de tecido dsseo € uma area cujo objetivo € o desenvolvimento
de substitutos biologicos, de maneira a restaurar, preservar e aprimorar o funcionamento
do proprio tecido (Seong et al., 2010).

Um dos campos muito importantes desta area sdo as c€lulas a serem usadas no
desenvolvimento deste tecido 0sseo. As células de eleicdo sdo as células estaminais,
sendo que dentro destas temos (Szpalski, Barbaro, Sagebin, & Warren, 2012; P. Wang et
al., 2015):

I.  Células estaminais embrionarias;
II.  Células estaminais derivadas da medula Ossea;
II.  Células estaminais mesenquimais derivadas do sangue do corddo
umbilical;
IV.  Células estaminais derivadas do tecido adiposo;
V.  Células estaminais derivadas do periosteo;
VI.  Células estaminais pluripotentes induzidas.

Estas células tem sido bastante investigadas e usadas para produzir modelos de osso
bioldgico em 3 Dimensdes (Ping Wang, Xian Liu, Liang Zhao, Michael D. Weir, Jirun
Sun, Wenchuan Chen, 2015).
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I Células estaminais embrionarias

As células estaminais embrionarias possuem caracteristicas que fazem delas uma
das melhores células para a engenharia de tecido (Ping Wang, Xian Liu, Liang Zhao,
Michael D. Weir, Jirun Sun, Wenchuan Chen, 2015; Seong et al., 2010), quando
combinados com esqueletos poliméricos tridimensionais € meios de cultura apropriados
(Seong et al., 2010). No entanto, tem de haver a interrup¢do de um periodo gestacional,
levantando questdes éticas (Ohnishi et al., 2012).

As células estaminais derivam das células interiores do blastocisto, com 5-6 dias e
possuem atividade de regeneragdo ilimitada (Kasner, Hunter, Ph, Kariko, & Ph, 2013),
tendo capacidade para se diferenciarem nas trés camadas germinativas (Desai, Rambhia,
& Gishto, 2015), nomeadamente: a ectoderme, que compde o epitélio neural, ganglios
embriondrios e epitélio escamativo; a mesoderme, de onde fazem parte a cartilagem, osso,
musculo liso e o musculo estriado e, a endoderme, que faz parte o epitélio intestinal
(Thomson et al., 2012).

Como tal, as células do tecido 6sseo vao diferenciar-se a partir das células da
mesoderme do blastocisto (Seong et al., 2010). Para se dar esta diferenciagdo, é necessario
haver manipulagdo do meio de cultura, sendo este composto por meio de cultura médio,
com fosfato beta-glicerol, dexametasona e acido ascorbico (Barberi, Willis, Socci, &
Studer, 2005; Seong et al., 2010).

Marolt et al. (2012), conseguiram produzir tecido 6sseo com células embrionarias,
postas numa matriz 3D osteocondutiva num bioreactor com perfusao média. Este tecido
6sseo foi implantado em ratos imunodeficientes, o que resultou na producdo de matriz
Ossea e na sua manutengao, sem a formacgao de teratomas, que seriam normalmente vistos
quando estes tipos de células sdo implantados sem haver diferenciacdo, sozinhas ou em
alguma matriz (Marolt et al., 2012).

Kuznetsov, et all (2011), também demonstraram o mesmo que os autores anteriores.
E possivel produzir tecido 6sseo a partir das células estaminais embrionarias, postas em
meio de cultura médio e transferidas, posteriormente, para uma matriz osteocondutiva.
Também demonstraram a diferenca entre fazer o transplante com células diferenciadas e
ndo diferenciadas. O transplante com células diferenciadas promove a producao de matriz
Ossea, enquanto que o transplante de células ndo diferenciadas vai promover a formagao

de teratomas (Kuznetsov, Cherman, & Robey, 2011).
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Pelo testemunho de ambos os autores, podemos perceber que a produgdo de novos
tecidos O6sseos ndo envolve s6 uma area, sendo preciso um meio € uma matriz, onde serdo
implantadas as células, para que estas possam diferenciar-se e depois serem

transplantadas (Kuznetsov et al., 2011; Marolt et al., 2012).

II.  Células estaminais derivadas da medula ossea

As células derivadas da medula 6ssea s3o uma fonte de aplicagdo para a regeneragao
do tecido 6sseo, muito usada (Kern et al., 2006; Wang et al., 2015). No entanto, esta tem
desvantagens como € o caso da colheita ser feita através de uma aspiragdo, como ¢ o caso
da crista iliaca e dos canais medulares de ossos longos (Gamie et al., 2014), sendo este
um procedimento muito invasivo para o dador (Kern et al, 2006). Ainda, o fator idade ¢
uma desvantagem, sendo que o numero e o potencial de diferenciacdo diminuem com o
avanco da idade (Kern et al., 2006; P. Wang et al., 2015) e a quantidade limitada, estando
disponivel apenas em concentragdes de 0.01-0.001% (Gamie et al., 2014).

Depois de feita a colheita, estas serdo introduzidos num meio de Ficoll (Kern et al.,
2006) ou Percoll (G. Liu et al., 2008) e, através da centrifugacdo do gradiente de
densidade, consegue-se isolar a fracdo das células mononucleares (Kern et al., 2006),
passando estas depois para um meio de cultura osteogénico, sendo este composto por soro
de bovino fetal, dexametasona, beta-fosfoglicerol e acido ascorbico (G. Liu et al., 2008).

Liu, et al (2008), demonstraram ser possivel com células estaminais da medula
Ossea e através de uma matriz osteocondutiva, a producao de tecido 6sseo na tibia de uma
cabra (G. Liu et al., 2008).

Shang et al., (2001), também conseguiram demonstrar que ¢ possivel formar novo
osso a partir deste tipo de células. Os investigadores utilizaram um meio de agua
modificado, que contém soro bovino fetal, L-glutamina, dexametasona, fosfato de beta
glicerol, acido ascorbico e penicilina e uma matriz de alginato, onde incorporaram as
células diferenciadas e, colocaram o implante na parte onde o cranio tinha o defeito dsseo,
havendo regeneracdo e reparagdo dessa falha (Shang et al., 2001).

Zhu e os seus colaboradores, em 2006, realizaram um estudo em cabras, em que
usaram as mesmas células osteoinduzidas numa matriz de coral, para reparar defeitos no
fémur destes animais. Estes investigadores utilizaram dois grupos, sendo o grupo de
estudo constituido por 10 cabras, onde foram implantadas matrizes com as células e, o

grupo de controlo, que apresentava o mesmo numero de cabras, diferindo no implante da
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matriz, que nao apresentava células. A colheita foi feita também por aspiracdo da medula
no iliaco e, o grupo de controlo ndo teve qualquer tipo de crescimento de tecido dsseo,
enquanto que o grupo experimental obteve producdo de tecido 6sseo (Zhu, Liu, Cui, &

Cao, 2006).

III.  Células estaminais derivadas do tecido adiposo

As células derivadas do tecido adiposo tem propriedades de autorregeneragdo e
diferenciagdo celular (Dai et al., 2016). Comparativamente a outras células estaminais, as
células do tecido adiposo estdo presentes em enorme quantidade, devido a possivel
lipossucgdo subcutanea (Dai et all., 2016). Existem trés métodos com a finalidade de
retirar tecido adiposo, para posterior isolagdo das células: o método de excisdo direta,
lipossucgdo e a técnica de Coleman (Dai et al., 2016; Iyyanki et al., 2015), sendo que a
mais eficaz ¢ a técnica de Coleman (Iyyanki et al., 2015).

No corpo humano existe dois tipos de tecido adiposo: o tecido adiposo branco e
tecido adiposo castanho. O que existe em maior quantidade ¢ o tecido adiposo branco,
sendo este o mais utilizado para posterior isolamento e, onde se consegue isolar uma
maior quantidade de células estaminais mesenquimais (Bhattacharya et al., 2016).

Um dos fatores que podem desencadear uma menor atividade proliferativa ¢ a
idade, sendo que as células da populacdo mais nova tém maiores capacidades
osteogénicas e angiogénicas do que as da populagdo mais velha (Wu et al., 2013).

Andor e os seus colaboradores, em 2014, fizeram uma investigagdo em treze
pessoas com defeitos cranio-maxilofaciais, trés casos no sinus frontal, cinco casos no 0sso
craniano, trés casos na mandibula e dois casos no septo nasal. Usaram estas células,
inicialmente colhidas do tecido adiposo da parede abdominal dos proprios doentes, tendo
sido isoladas e cultivadas num meio préprio para haver diferenciagdo e, serem transferidas
para uma matriz, para posteriormente serem implantadas na zona dos defeitos. Os autores
indicam que houve crescimento 6sseo em todos os defeitos, no entanto houve 3 casos, no
grupo do 0sso craniano que tiveram complicacdes, sendo que os restantes 10 casos foram
tratados com sucesso, apesar de ainda serem precisos mais estudos neste campo (Andor
et al., 2014).

Thesleff e os seus colaboradores, em 2011, realizaram um estudo onde verificaram
ser possivel regenerar osso do cranio com o uso de células estaminais adiposas,

conjugados com uma matriz de fosfato beta-tricalcico. A amostra foi constituida por 4

54



Desenvolvimento

pacientes, tendo os resultados, permitido aos autores afirmarem que esta combinagdo ¢

um modelo promissor na reparacao 6ssea do cranio (Thesleff et al., 2011).

IV.  Células estaminais derivadas do corddo umbilical

As células derivadas do corddo umbilical sdo uma possivel fonte de células
estaminais, na area da engenharia de tecidos. Ao contrario de outras células, o processo
de recolha ndo tem qualquer tipo de dor e tem boas propriedades de autorregeneragao.
Dependendo dos autores e dos protocolos, estas células podem ser colhidos do
revestimento do corddo, do tecido perivascular e da substancia que cobre a veia e as duas
artérias umbilicais, chamado de gelatina de Wharton (Ding, Chang, Shyu, & Lin, 2015).

Os corddes umbilicais sdo retirados do recém-nascido e podem ter uso autélogo ou
heter6logo. Tem como vantagens o fato de poder ser um procedimento pouco invasivo e
com baixo custo (H. H. K. Xu, 2010), sendo este considerado um residuo médico
(Mennan et al., 2013).

Num estudo realizado por Mennan e colegas (2013), foram utilizadas as trés partes
do cordio umbilical, para comparar qual destes seria uma melhor fonte para a
condrogénese, adipogénese ¢ a osteogénese. Os autores concluiram que estes variam
consoante os pacientes e também com a propria regidao do corddo. A por¢ao da gelatina
de Wharton e da artéria foram as mais consistentes, enquanto que a células extraidas da
veia umbilical e do revestimento do corddo, mostraram ser muito pouco eficazes na
osteogénese (Mennan et al., 2013).

Contudo, existem estudos que demonstram a produgdo de tecido 6sseo a partir deste
tipo de células. E o caso Wang et al., (2015), que compararam a regeneragdo 6ssea de trés
tipos de fontes celulares, nomeadamente, de células pluripotentes induzidas, células do
corddo umbilical e células da medula 6ssea. Como fonte das células umbilicais usaram a
gelatina de Wharton do cordao umbilical de bebés saudaveis, cultivaram em meio de
cultura DMEM com soro bovino fetal e penicilina/Estreptomicina, e depois procederam
a passagem para meio osteogénico com dexametasona, beta-fosfato glicerol, acido
ascorbico e calcitriol e, por fim, implantaram as células numa matriz de cimento de
fosfato de calcio macroporoso (Ping Wang, Xian Liu, Liang Zhao, Michael D. Weir, Jirun
Sun, Wenchuan Chen, 2015).

Outro estudo realizado por Zhao et al., (2010), in vitro, também realizado com este

tipo de células, os mesmos meios de cultura e osteogénicos, alterando apenas a matriz,
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sendo esta composta por capsulas de cimento de fosfato de calcio com quitosano. Os
investigadores encapsularam as células nesta matriz e estudaram a formacao de tecido
0sseo, tendo sido confirmada a diferenciagdo dOssea e a sintese mineral. Acrescentam
ainda, que este tipo celular pode ser uma boa alternativa ao uso de células estaminais da
medula 6ssea, contudo sdo precisos mais testes, principalmente in vivo (H. H. K. Xu et

al., 2010).

V.  Células estaminais pluripotentes induzidas

Todas as células do nosso organismo, sejam somadticas ou germinativas sao
provenientes do embrido, sendo células pluripotentes. Células estaminais pluripotentes
induzidas sdo um tipo celular inovador, sendo consideradas uma fonte celular promissora
na regeneragdo de tecidos e, ainda bastantes similares as células embriondrias (Takahashi
& Yamanaka, 2013).

As grandes vantagens das células pluripotentes induzidas sdo o fato de ndo haver
problemas éticos, como o que acontece com as células embriondrias e também a questao
imunolodgica, visto serem do proprio dador (Lou, 2015; Teng, Liu, Krettek, &
Jagodzinski, 2014). As células sdo provenientes dos fibroblastos adultos de células
embriondrias (Lou, 2015) e também de células estaminais (Szpalski et al., 2012). No
entanto, estas sdo reprogramadas com fatores de transcricdo para darem origem a um
estado celular de pluripoténcia, onde poderdo dar origem a qualquer célula (Lou, 2015).

As células pluripotentes induzidas comegaram por ser descobertas por Yamanaka e
Takahashi, em 2006, que notaram que um conjunto de quatro fatores (Oct4, Sox, KIf4 e
cMyc), quando introduzidos nos fibroblastos dos ratos, por adenovirus, induzem a
reprogramagdo genética das células para um estado de pluripoténcia, num meio com
condi¢des favoraveis para o desenvolvimento de células estaminais embrionarias.

Um estudo realizado por Hayashi e colegas, (2012), mostrou ser possivel a
producdo de tecido 6sseo com o uso de células estaminais pluripotentes induzidas, em
murganhos. Foram colocadas as células em meio cultura DMEM, contendo soro de
bovino, dexametasona, beta glicerol fosfato e 4cido ascorbico. Num grupo celular usaram
radiagdo e no outro ndo, mostrando diferencas quanto a formacao de teratomas, sendo que
o grupo que foi submetido a radiacdo ndo originou teratomas (Hayashi et al., 2012).

Ja, Jin e colegas (2012), demonstraram ser possivel a producdo de osso. Os

investigadores usaram fibroblastos da pele e, através da introducdo dos quatro fatores de
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transcri¢do (Oct4, Sox2, KIf4 e c-Myc), conseguiram produzir células pluripotentes
induzidas e, posteriormente, induziram a diferenciacdo osteobldstica, através de
sustancias osteogénicas, nomeadamente, a dexametasona, acido ascorbico e beta

glicerolfosfato (Jin et al., 2013).

VI.  Células estaminais derivadas do Peridsteo

Apesar de pouco usado, as células derivadas do periosteo podem ser usadas para
regenerar tecido 6sseo (De Bari et al., 2006; Rosales-Rocabado et al., 2014), sendo
removidas do peridsteo cirurgicamente. O peridsteo € um tecido conjuntivo especializado,
presente na superficie do osso, que pode ser dividido em duas camadas, sendo a mais
externa, uma camada fibrosa que contem os fibroblastos e fibras de Sahrpey e, uma
camada mais interior, camada celular que contem um grande numero de células
precursoras osteogénicas (Rosales-Rocabado et al., 2014).

Virios estudos indicam que a grande vantagem destas células ¢ a sua capacidade de
proliferacdo, sendo maior que a dos seus comparativos (Agata et al., 2007; Rosales-
Rocabado et al., 2014)

Na investigagdo de Rosales-Rocabado e colegas (2014), foi realizado um estudo
comparativo entre as células do peridsteo, da medula e os proprios osteoblastos. Os
investigadores colheram as células de murganhos e, no caso das células do periosteo,
isolaram cé¢lulas dos ossos da cabega, que foram submetidas a um tratamento enzimatico
para separarem as c¢lulas do restante, apds centrifugacdo. Apds esta separacao, as células
foram colocadas em meio com temperatura e atmosfera controlados e, posteriormente,
colocadas em meio osteogénico constituido por &cido ascorbico, dexametasona e beta-
glicerofosfato. As células do periésteo demonstraram grande proliferacdo, no entanto
houve baixa mineraliza¢do, havendo forma¢ao de muito pouco osso in vivo, concluindo
que esta fonte celular ndo tem um bom potencial osteogénico (Rosales-Rocabado et al.,
2014).

Outra investigacao realizada por Agata e colegas (2007), mostraram a diferenca da
osteogenicidade entre as células do peridsteo em condicdes normais e depois do
tratamento com fator basico de crescimento dos fibroblastos (bFGF) e com proteina
morfogénica dssea 2 (BMP-2) e, as células da medula 6ssea submetido as mesmas
condi¢des. O bFGF vai tornar as células mais predispostas ao BMP-2, aumentando a

osteogenicidade de ambas as células. O estudo demonstrou que em condi¢des normais,
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as células da medula sdo melhores, no entanto, se as células do peridsteo forem
submetidas ao pré-tratamento com bFGF e depois ao tratamento com BMP-2, estas terdo
melhor osteogenenidade que as células da medula 6ssea. Ambas as células foram
transplantadas para uma matriz 3-TCP, havendo uma maior formagao de tecido 6sseo por

parte das células do peridsteo pré-tratadas (Agata et al., 2007).

VII.  Células progenitoras derivadas da trabécula 6ssea

A trabécula dssea, ao contrario do periosteo, ¢ a parte interna do 0sso, constituida
por uma estrutura esponjosa (Szpalski et al., 2012; Yoshii et al., 2010).

As células da trabécula o6ssea possuem duas vantagens, nomeadamente um grande
potencial osteogénico e o fato de conseguirem gerar células osteoprogenitoras de forma
mais consistente e efetiva. No entanto, a sua grande desvantagem ¢ o fato de serem
extraidas com o mesmo grau de invasao que as cé¢lulas da medula, através de uma agulha
de bidpsia, apresentando a mesma morbilidade para o dador que a colheita da medula
Ossea (Szpalski et al., 2012).

Num estudo efetuado, por Yoshii e os seus colaboradores, em 2010, ¢ feita a
comparagdo entre as propriedades osteogénicas das células progenitoras derivadas da
trabécula Ossea e as células estaminais da medula Ossea. Nesta investiga¢do, os
fragmentos da trabécula, foram submetidos a digestdo pela tripsina com EDTA, e depois
postas em cultura de monocamada e, por fim, foi feita a colheita das células. As células
obtidas foram colocadas em meio osteogénico composto por dexametasona,
betaglicerofosfato e acido ascorbico e, posteriormente, empregues numa matriz beta-
TCP. Segundo o mesmo protocolo, em comparagdo com as células da medula, estas
células conseguiram formar mais tecido 6sseo. Existe uma maior mineralizagdo e maior
potencial osteogénico, pelas células da trabécula, tanto in vitro, como in vivo. Os autores
concluem que esta fonte celular pode ser considerada uma alternativa as células da

medula, na area da engenharia de tecido 6sseo (Yoshii et al., 2010).
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Matrizes

Um outro campo de grande relevancia na engenharia de tecidos dsseo ¢ a area das

matrizes ou esqueletos. Ao longo do tempo, varios investigadores tentaram criar

biomateriais que consigam ter as caracteristicas perfeitas para uma excelente regeneracao

6ssea (Hosseinpour et al., 2017; Susmita Bose, Mangal Roy, 2012; Szpalski et al., 2011).

No entanto, ainda ndo foi possivel fazer uma matriz que contenha todas as caracteristicas

necessarias. As caracteristicas compreendem (Hosseinpour et al., 2017; Susmita Bose,

Mangal Roy, 2012):

L

II.

I1I.

IV.

VL

VIL

Biocompatibilidade: com atividade celular normal, incluindo sistemas de
sinalizacdo sem ser toxico para o hospedeiro, ou que as defesas deste, ataquem o
implante;

Osteocondutivo: que permita as células aderirem, proliferarem e formar uma nova
matriz extracelular, na sua superficie;

Osteoindutivo: através da sinalizagdio e recrutamento de células
osteoprogenitoras, que induza a formag¢ao do novo 0sso;

Vasculogénico: necessaria formagdo de vasos sanguineos, para haver um bom
aporte de nutrientes e oxigénio as células;

Propriedades mecanicas: uma propriedade bastante dificil, visto que tem de
alienar a geometria da matriz, sendo que estas devem ser o mais similar possivel
ao osso hospedeiro;

Porosidade: o tamanho do poro ¢ muito importante, para haver a difusdo de
nutrientes € oxigénio, no entanto, esta caracteristica vai reduzir as propriedades
mecanicas da matriz;

Biodegradavel: um fator muito importante, pois a matriz deve ser absorvida a um
passo controlado in vivo, e nos espagos absorvidos criar 0 novo 0sso.

Como tal, a busca pelas melhores matrizes levou ao desenvolvimento de diferentes

biomateriais, sendo os mais usados (Susmita Bose, Mangal Roy, 2012; Szpalski et al.,

2011):

L
IIL.
I1I.
IV.

Fofatos de célcio
Hidroxiapatite
Fosfato octacalcio
Sulfato de calcio

Biovidro
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VI.  Polimeros sintéticos
VII.  Polimeros Naturais
VIII.  Metais
IX. Dentina

I.  Fosfato de célcio(CaP)

O biomaterial de Fosfato de célcio ¢ usado ha muitos anos, como um potencial
substituto 6sseo, devido a sua parecenga quimica (Thrivikraman et al., 2017) e, como tal,
apresentam caracteristicas, que fazem deste um bom biomaterial para o desenvolvimento
de matrizes 6sseas (Ambard & Mueninghoff, 2006; H.-L. Yang & Sun, 2015).

Os biomaterias de CaP, ndo sendo perfeitos t€ém as suas vantagens, nomeadamente,
a biocompatibilidade, reabsor¢ao e osteocondutividade, dependendo do tipo que ¢ usado.
E as suas desvantagens sdo, a porosidade, as propriedades mecanicas ¢ a falta de
osteoindutividade (Ambard & Mueninghoff, 2006; H.-L. Yang & Sun, 2015).

Ao longo do tempo foram sintetizados algumas matrizes de fosfato calcio, existindo
uma panodplia de biomateriais com esta molécula, tendo todos estes caracteristicas
diferentes (Larsson, 2010), sendo o mais frequentemente usados, as matrizes de (Susmita
Bose, Mangal Roy, 2012):

e Cimento de fosfato de calcio (CPC);

e Fosfato B-tricalcico solido (B-TCP);

e Hidroxiapatite (HA);

e Fosfato Calcio bifasico (Composicao variavel de fosfato tricalcico e

hidroxiapatite).

As matrizes de cimento de fosfato de célcio (CPC), sdo como um po, que misturado
com agua ou uma solugdo de fosfato, formam uma pasta. A pasta ¢ entdo injetada e
endurece in situ, com uma reagdo exotérmica minima.

A reabsor¢do ¢ mediada por processos celulares, incluindo os processos
osteoclasticos e, a medida que o cimento ¢ absorvido, existe deposi¢do mineral, formando
assim novo 0sso.

As vantagens deste biomaterial sdo o tempo de solidificacdo rapido, a
moldabilidade, a biocompatibilidade, a osteocondutibilidade e existir uma relagdo entre a

absor¢do e formagdo do novo osso (Larsson, 2010) e, as desvantagens sdo a fraca
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osteoindugdo e propriedades mecanicas. As propriedades mecanicas vao ser influenciadas
pela relagdo pd/liquido, influenciando também a porosidade do cimento. Uma maior
densidade, ird deixar a matriz com melhores propriedades mecanicas, mas menor
porosidade, afetando deste modo a formagdo do novo osso, ja que este ¢ formado no
interior dos poros das matrizes (Ambard & Mueninghoff, 2006). Por outro lado, uma
menor densidade, deixa o cimento com menos for¢a, mas mais poroso. Deste modo, o
cimento vai conseguir oferecer melhores condi¢des de crescimento vascular, penetragdo
celular (Ambard & Mueninghoff, 2006; Larsson, 2010).

Foi avaliada a formacdo de osso com células da medula ¢ssea numa matriz de
cimento de fosfato de célcio, numa investigacdo desenvolvida por Hu e colegas (2014),
onde se realizaram reparacdes de defeitos 6sseos na mandibula de caes, comparando trés
grupos: células estaminais da medula 6ssea com cimento fosfato calcio (grupo 1); apenas
cimentos fosfato calcio (grupo 2); Grupo controlo (grupo 3). Concluiram que houve
crescimento 0sseo com os grupos 1 e 2, havendo substancialmente maior producao de
tecido 6sseo no grupo 1 (Hu et al., 2014).

As matrizes solidas de Fosfato B-tricalcico (B-TCP) sdo usadas hd muitos anos
como matrizes na regeneragao 0ssea, tendo sido a sua eficacia demonstrada em testes com
animais, relativamente a regeneragdo 6ssea mandibular, tibial e femoral (Szpalski et al.,
2011).

As apresentagdes destes biomateriais de B-TCP sdo compreendidas em granulos,
blocos e em fatias (Larsson, 2010). Como tal, também podem vir com diferentes
caracteristicas a nivel da porosidade, sendo possivel alterar os tamanhos dos poros das
matrizes. Matrizes com maior porosidade, terdo menos forca e sdo mais rapidamente
absorvidas, sendo necessario encontrar um valor de porosidade que consiga dar um racio
de absor¢do/formacgao de osso de 1:1 e ainda dar a matriz capacidade para aguentar as
forcas empregues no osso (von Doernberg et al., 2006). No entanto, este biomaterial tem
como vantagens a sua osteocondutividade, biocompatibilidade, a absor¢do ser mediada
por células e a possibilidade de determinag@o do tamanho dos poros (Facilidade em alterar
a porosidade). Como desvantagens tem a sua osteoindutividade, fracas propriedades
mecanicas (von Doernberg et al., 2006) e rapida biodegradacdo (J. Dong, Uemura,
Shirasaki, & Tateishi, 2002).

Num estudo realizado por Shirasu e colegas (2010), foi avaliada a formacgao de osso
com células da medula 6ssea numa matriz de B-TCP. Os investigadores fizeram a

comparagdo entre 4 grupos: grupo 1 (matriz B-TCP e células da medula 6ssea); grupo 2
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(enxerto com apenas as células da medula 6ssea); grupo 3 (utilizagdo apenas da matriz -
TCP) e, grupo 4 (grupo de controlo). No grupo 1 e 2, houve proliferagdao celular e
posterior formagdo de osso, havendo maior formagao deste no grupo 1, ja nos grupos 3 e
4, ndo houve qualquer tipo de formagdo 6ssea. Conclui-se assim, que as células usadas
vao aumentar a osteoindutividade, diminuir a biodegradacdo e aumentar as propriedades

mecanicas da matriz (Shirasu et al., 2010).

II.  Hidroxiapatite (HA)

A hidroxiapatite (HA) esta presente na matriz extracelular do osso e faz parte da
composi¢do inorganica deste, sendo biocompativel com o organismo. As matrizes de
Hidroxiapatite podem ter diferentes densidades, tamanhos, porosidades e forcas,
dependendo das propriedades que queremos dar (Szpalski et al., 2011).

O biomaterial de HA ¢ altamente osteocondutivo € com osteogenicidade minima,
precisando de uma cultura de células para aumentar a sua osteogenicidade, tendo uma
absor¢do lenta e ¢ fragil. Outro grande problema ¢ a sua incapacidade para manter as
células na matriz, devido a falta de nutrientes, tendo sido necessario colmatar este
problema com o desenvolvimento de uma matriz de hidroxiapatite trimodal (Buckley &
O’Kelly, 2010).

A matriz composta por HA ¢ constituida por dois tipos de poros, mesoporo,
microporo e por canais unidirecionais, havendo uma melhor difusao de oxigénio e melhor
distribui¢do dos nutrientes necessarios as células. Ao contrario, as células proliferavam e
apenas formavam uma pequena camada de tecido 6sseo. Com este modelo, existe ainda
a formagdo de uma camada mais densa e, apresenta fraca eficiéncia na cultura de células,
devendo-se a possibilidade de saturagdo dos canais unidirecionais com a suspensao
celular (Buckley & O’Kelly, 2010).

O modelo matricial de HA veio ajudar a combater alguns pontos negativos. No
entanto, as matrizes de Hidroxiapatite ndo sdo usadas puras e existem estudos de que estas
sdo combinados com outros polimeros, a fim de deixar a matriz com maior capacidade

para promover a adesao, proliferacdo e diferenciagdo celular (Szpalski et al., 2011).

III.  Fosfato calcio bifasico (BCP)

Os biomateriais de fosfato calcio bifasico (BCP) sdo constituidos por hidroxiapatite

e B-TCP (Szpalski et al., 2011). Dependendo das percentagens de cada biomaterial, a
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reabsorcao da matriz BCP e a libertagdo de ides para a vizinhanga das células 6sseas serdo
diferentes e assim, as propriedades biologicas ficam alteradas (Bouler, Pilet, Gauthier, &
Verron, 2016). O biomaterial de BCP ¢ muito osteocondutivo, no entanto mostra-se muito
pouco osteoindutivo, como os outros materiais de fosfato de calcio (Bouler et al., 2016;
Szpalski et al., 2011).

Existem estudos que comprovam a formac¢ao de osso por parte deste material, € o
autor Bouler et al (2016), afirma que esta estratégia juntamente com o uso de células e
moléculas cuja finalidade ¢ aumentar a osteogenicidade, podem poér um fim a necessidade
de transplantes aut6logos de osso.

O biomaterial de BCP, embora seja considerado um excelente material, s3o precisos
mais estudos de maneira a identificar o melhor racio possivel, entre as quantidades de HA

e B-TCP (Bouler et al., 2016).

IV.  Fosfato Octacalcio(OCP)

As matrizes compostas por fosfato de octacalcio comegaram a ser introduzidos na
regeneragdo Ossea, devido a sua similaridade com a hidroxiapatite (HA) e, o fato de ser
um percursor dos cristais de apatite (Fuji et al., 2009; Szpalski et al., 2011). O biomaterial
de OCP, ¢ composto por diferentes racios de ides fosfato e calcio, podendo apresentar
diferentes caracteristicas (Shiraishi et al., 2010; Suzuki & Anada, 2013).

O OCP ¢ capaz de aumentar tanto a diferenciagdo osteobldastica in vitro como a
propria regeneracdo Ossea (Honda et al., 2009). Ainda, matrizes de OCP sdo mais
reabsorviveis e possuem um potencial de regenera¢do maior que os implantes matriciais
de HA e B-TCP (Kamakura et al., 2007; Szpalski et al., 2011).

As matrizes compostas de OCP, apresentam-se muitas vezes em simultdneo com
outros materiais, nomeadamente polimeros, como o caso do colagénio ou alginato (Fuji
et al., 2009; Honda et al., 2009; Kamakura et al., 2007; Kamakura et al., 2006; Shiraishi
et al., 2010).

V.  Sulfato de célcio(CS)

O sulfato de cdlcio ¢ o material mais antigo e o primeiro a ser usado na regeneragao
6ssea, sendo conhecido por gesso (Szpalski et al., 2011; Wee & Thevendran, 2017).

Existem em trés formas diferentes, granulos, cimento injetdvel e em blocos e, servem
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nomeadamente para tratar pequenas fraturas Osseas, osteomielites € quistos nos 0ssos
(Szpalski et al., 2011; Wee & Thevendran, 2017).

O sulfato de célcio era usado em defeitos 0sseos de pacientes com tuberculose, no
entanto notaram que este material podia ser absorvido e substituido por osso. Ainda, outro
mecanismo que encontraram no sulfato de calcio ¢ a desmineralizagdo do tecido 6sseo
adjacente, estimulando assim a formacdo de novo osso (Wee & Thevendran, 2017).
Contudo, esta interacdo com o osso adjacente advém da libertagdo de compostos que
acidificam o meio, causando uma inflamagao (J. Zhou et al., 2016). Um grande problema
das matrizes com este material ¢ o facto de este ser rapidamente absorvivel, levando a
que a quantidade absorvida seja superior a quantidade de osso formado (Wee &
Thevendran, 2017; J. Zhou et al., 2016).

As propriedades mecanicas sdo muito fracas, sendo este usado em simultaneo com
outros biomateriais, nomeadamente a hidroxiapatite, a fim de aumentar as forcas de carga
e, ainda a hidroxiapatite vem conferir maior biocompatibilidade (J. Zhou et al., 2016).
Contudo, existe uma forma deste material, nano particulas de sulfato de calcio, cuja a
biocompatibilidade ¢ melhorada, com melhores propriedades mecanicas, melhor
osteocondutividade, proliferacdo e diferenciacdo osteoblastica, comparativamente ao
sulfato de calcio acima descrito, devendo ser esta uma boa aposta, aquando do uso de

matrizes de sulfato de calcio (Y. B. Park et al., 2011).

V1.  Metais

Os metais s3o muito usados em implantes onde seja necessario o emprego de forgas
de cargas consideraveis, sendo a maior vantagem destes matérias as propriedades
mecanicas (Arifvianto & Zhou, 2014; Hammouche, Hammouche, & McNicholas, 2012).
Os implantes de metal sofreram algumas mudancas, conseguindo melhorar as
caracteristicas destes e sdo muito usados como parafusos, ou placas de titdnio na propria
cicatrizagdo de fraturas direta (Sathyendra & Darowish, 2013). Contudo, os materiais
usados sdo o aco inoxidavel, cobalto-cromio, titdnio e o tantdlio. O ago inoxidavel e o
cobalto-cromio tém um custo menor e um desgaste menor, comparativamente aos outros
dois (Hammouche et al., 2012).

Modificagdes tém sido feitas nestes materiais, para diminuir os pontos negativos
destes implantes, aumentando a sua biocompatibilidade e a sua porosidade. Ainda, as

atencdes comecam a ser dadas a outros materiais, como o caso do tantalio, niobio,
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zirconio e magnésio, devido as suas propriedades mecanicas e bioldgicas (Mantripragada,
Lecka-Czernik, Ebraheim, & Jayasuriya, 2013). Sabe-se que ao aumentar a porosidade,
as propriedades mecanicas reduzem, por isso espera-se alcangar um valor que consiga dar
as melhores propriedades mecanicas e bioldgicas aos metais (Dabrowski, Swieszkowski,

Godlinski, & Kurzydlowski, 2010).

VII. Polimeros

Existem dois tipos de polimeros, os naturais e os sintéticos (Pina, Oliveira, & Reis,
2015; Susmita Bose, Mangal Roy, 2012). Os polimeros naturais englobam o colagénio,
alginato, seda, acido hialuronico e o quitosano. Nos polimeros sintéticos encontramos o
acido polilatico (PLA), acido poliglicolico (PGA), policaprolactona (PCL) (Susmita
Bose, Mangal Roy, 2012) e poliuretanos (Puppi, Chiellini, Piras, & Chiellini, 2010).

Os polimeros naturais tém maiores vantagens relativamente aos polimeros
sintéticos, nomeadamente, na biocompatibilidade (Rao, Harini, Shadamarshan,
Balagangadharan, & Selvamurugan, 2017; Swetha et al., 2010).

Os polimeros constituem um bom modelo de ligacao e crescimento celular e, podem
ainda estimular respostas imunitérias, sendo que a taxa de degradacdo destes biomateriais
depende de enzimas do nosso organismo. Por norma, os polimeros sintéticos tém fracas
propriedades mecanicas e sdo porosos, sendo necessario associar estes materiais a outros,
de forma a ter uma matriz com as melhores propriedades mecénicas e ioldgicas (Sabir,
Xu, & Li, 2009).

Matrizes poliméricas sdo usadas em simultineo com outros materiais,
nomeadamente particulas de HA ou de fosfato de célcio, a fim de proporcionar as
melhores caracteristicas mecanicas e biologicas possiveis (A. M. Ferreira, Gentile,
Chiono, & Ciardelli, 2012; Pina et al., 2015; Sabir et al., 2009).

Num estudo feito por Kane e colegas (2015), produziram uma matriz de
hidroxiapatite-colagénio. A matriz foi preparada por compressdo, 0 que a tornou mais
porosa e com melhores propriedades mecanicas, condi¢cdes dificeis de se reunir,
mostrando-se permeavel, osteocondutiva, osteogénica e angiogénica, in vivo. Por
conseguinte, houve formagao de tecido 6sseo com esta matriz e células do tecido adiposo,
em murganhos (Kane et al., 2015).

Noutro estudo efetuado por Villa e investigadores (2015), utilizaram-se também

uma matriz de hidroxiapatite-colagénio em murganhos. Conseguiram também produzir
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tecido dsseo e a matriz, mostrou ter qualidades mecanicas e bioldgicas, sendo esta uma
boa escolha para futuros tratamentos a nivel da regeneragdo dssea (Villa, Wang, Huang,
Rowe, & Wei, 2015).

Os polimeros sintéticos sdo biodegradaveis e bioabsorviveis e, ja sdo usados na
pratica clinica, nomeadamente suturas. Os polimeros sintéticos sdo fabricados com
propriedades fisicas, quimicas e mecanicas especificas, devido a possibilidade de
utilizagdo de varios co-polimeros com pesos moleculares diferentes, sendo facilmente
produzidos com a forma e tamanho pretendidos (Puppi et al., 2010; Rezwan, Chen,
Blaker, & Boccaccini, 2006). No entanto, os polimeros sintéticos podem dar problemas a
nivel da biocompatibilidade, como ¢ o caso dos poliésteres e poliuretanos, que podem
originar efeitos adversos, pondo em causa a regeneracdo 6ssea. Os polimeros sintéticos
dao origem a produtos que podem acidificar o meio, havendo uma posterior inflamagao
e danificagdo do tecido e, ainda ha dificuldade na adesao celular (Puppi et al., 2010; Sabir
et al., 2009).

Ha vantagens na utilizacdo destes polimeros juntamente com outros materiais,
nomeadamente, o fosfato de calcio, uma vez que a presenga de uma parte mineral alcalina,
ird neutralizar a acidez dos produtos de degradagdo e, também, é possivel colmatar as
falhas a nivel de porosidade e propriedades mecanicas existentes (Kretlow & Mikos,
2007).

Um estudo efetuado por Zhang e colegas (2016), envolveu a comparagdo de trés
grupos de estudo, com matrizes diferentes: Grupo 1 (Matriz de PLA/HA); Grupo 2
(Matriz de B-TCP) e Grupo 3 (Matriz de osso desmineralizado (DBM)). Concluiram que
a matriz de PLA/HA tinha melhor biocompatibilidade e bioatividade in vitro. In vivo, a
mesma matriz mostrou ser mais osteoindutiva, levando a um aumento de formagao de
0ss0, comparativamente as outras matrizes usadas. Contudo, esta matriz mostrou uma
pequena resposta inflamatoria, devido a HA ndo ter conseguido neutralizar todos os
produtos de degradagdo de PLA, precisando de mais estudos para evitar tal evento (Zhang

etal., 2016).
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VIII.  Biovidro activo

O biovidro ¢ um material sintético existente ha muito tempo, tendo sido descoberto
por Hench, em 1969 (Jones, 2015; Rezwan et al., 2006). Este biomaterial tem na sua
constitui¢cdo célcio (Ca), fosforo (P), silica (Si) e sdédio (NA) (Xynos et al., 2000).

Inicialmente, sabia-se que este material era bioativo, osteocondutor e antibacteriano
(Aurégan & Bégué, 2015). Mais tarde, veio a descobrir-se que este ajudava na
vascularizagdo, na adesdo, crescimento ¢ diferenciagao dos osteoblastos (Rezwan et al.,
20006).

Uma caracteristica do biovidro ativo ¢ a produgdo de produtos que advém da sua
dissolugdo e que controlam a osteogénese e a produgao de fatores de crescimento. A silica
tem um papel importante na mineraliza¢ao, havendo estudos que ponham a possibilidade
de substituir o célcio por silica nas matrizes de HA sintéticas (Aurégan & Bégué, 2015).

O biovidro ndo ¢ um bom material par alojar células, sendo necessario juntar outro
componente biodegradavel, de maneira a que as células adiram a matriz (X. Wang et al.,

2014).

IX. Dentina

A dentina ¢ um tecido conjuntivo mineralizado constituido por colagénio tipo I e
hidroxiapatite, tal como o osso. O que diferencia estes dois tecidos ¢ que a dentina se
apresenta mais mineralizada, tendo na sua constituigdo 70-75% de hidroxiapatite,
enquanto que o 0sso apenas apresenta 65%. Ainda, na sua composicao apresentam fatores
de crescimento, capazes de desencadear respostas biologicas como a adesdo, a
proliferacdo e a diferenciacdo celular (Kim, Keun, Kim, Um, & Murat, 2013).

A constituicdio da dentina também apresenta proteinas ndo colagénicas,
nomeadamente a osteocalcina, a osteopontina, a sialoproteina da dentina, a fosforina
dentinaria (DPP), e proteinas morfogénicas (BMP) (Ravindran & George, 2015). As
fosforinas dentinarias (DPP), também pode ser designada de proteina da matriz dentinaria
2 (DMP-2) e tem como principal fun¢@o intervir no processo da mineralizagdo, devido a
sua capacidade de se ligar ao colagénio tipo I e promover a nucleacao e crescimento dos
cristais de hidroxiapatite, sendo esta benéfica aquando do uso de dentina para regeneragao
6ssea (Lobato, 2016; Ravindran & George, 2015). Ja a sialoproteina dentinaria, o papel
na dentina ¢ desconhecido, no entanto pode ter um papel importante na promocao da

nucleagdo e adesdo de células a matriz extracelular, promovendo a osteogénese, podendo
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esta proteina ser importante na formacdo do novo osso (Fujisawa & Tamura, 2012;
Lobato, 2016).

A dentina, tendo uma constitui¢do e estrutura semelhante a do osso, levou a que os
investigadores estudassem o seu potencial de utilizagdio como um biomaterial na
regeneragdo 0ssea, sendo o seu principal foco na reabilitagdo oral com perda dssea (Kim
etal., 2013). A matriz de dentina ¢ um excelente biomaterial para regeneragao 6ssea, pois
tem na sua composi¢do fatores de crescimentos, proteinas ndo colagénicas e minerais,
conferindo um carater biocompativel, osteoindutivo, osteogénico e osteocondutivo
(Andersson, 2010; Qin et al., 2014; Saced, Gataa, & Garib, 2015).

Num estudo realizado por Andersson, em 2010, houve a colocagdo de excertos de
blocos de dentina na tibia de coelhos, sendo feita a recolha de dados aos trés e seis meses.
Aos trés meses, viu-se que 86% da dentina estava fundida no osso e que houve formacgao
de osso em 51% do excerto. Aos seis meses, 98% do osso estava fundido com o osso da
tibia e 77% do excerto constituia novo osso (Andersson, 2010).

Ja no estudo de Saeed, Gataa e Garib, em 2015, realizado em coelhos, foi feita uma
comparagdo entre um grupo experimental, onde houve a colocacdo de enxertados com
particulado de dentina em buracos de 5 mm de didmetro no fémur e coelhos com os danos
no fémur sem qualquer substituo 6sseo (grupo controlo). Os dados foram recolhidos as
duas, quatro e seis semanas. O grupo controlo mostrou formacao de osso trabecular fino,
com atividade osteoblastica e o particulado de dentina ainda visivel, as seis semanas. Por
outro lado, no grupo experimental, as seis semanas, a dentina tinha sido completamente
substituida por novo osso (Saeed et al., 2015).

Mais recentemente, em 2016, num estudo efetuado no Instituto Superior de
Ciéncias da Saude Egas Moniz, por Lobato, houve um uso de particulado autégeno de
dentina mineralizado, como biomaterial em dez casos de regeneracdo Ossea, para
posterior colocacdo de implantes. Os pacientes tinham perda éssea, sendo necessario
aumentar o tecido 0sseo alveolar, de maneira a que os implantes tivessem uma boa
ancoragem. O uso da dentina, enquanto substituto dsseo demonstrou ser um excelente
biomaterial para formacdo de novo o0sso, com boas propriedades osteocondutoras,

osteoindutoras e boa integracao tecidular (Lobato, 2016).
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CONCLUSAO

O osso ¢ um o6rgdo dindmico com mecanismos bem orquestrados e que estdo em
sincronia para uma remodela¢do diaria do seu tecido 6sseo, com micro e macroestruturas
bem organizadas, a fim de proporcionar as melhores caracteristicas mecanicas, para
suporte e protecdo do nosso corpo.

Da matriz organica, o colagénio tipo I € o que se apresenta em maior quantidade e
a primeira linha estrutural e de suporte a um bom desenvolvimento dsseo (Garnero, 2015;
Viguet-Carrin et al., 2006). Algum problema relacionado com a producdo das fibras,
poderd trazer consequéncias ao nivel do metabolismo, estrutura e suporte do osso.
Adicionalmente, as proteinas ndo colagénicas sdo de grande importancia, na medida em
que direcionam a mineralizagdo e permitem a ligagdo entre as fibras de colagénio e os
cristais de hidroxiapatite (Fujisawa & Tamura, 2012).

Da matriz inorgénica fazem parte os ides de calcio e fosfato, sendo estes depois
orientados na matriz organica a formar um cristal, que segue a orientagdo das fibrilhas de
colagénio, mineralizando-as e conferindo o caracter de rigidez do tecido dsseo.

A regeneracdo acontece ao nivel de microfraturas e de macrofraturas, com
cicatrizagdo através de processos bem definidos. Todavia, esta regeneracdo pode falhar
ou apresentar problemas, sendo necessario a aplicacdo de diferentes estratégias, seja
através de enxertos 0sseos ou enxertos de matriz osteomiméticas com ou sem cultura de
células mesenquimas estaminais. O complexo formado pelas matrizes e células
especificas vao conferir propriedades osteogénicas, osteoindutivas, osteocondutiva,
mecanicas e vasculogénicas. Existem fatores que contribuem negativamente para a
constituicdo o6ssea, refletindo-se ao nivel da regeneracdo, devendo ser de extrema
importancia, um controlo rigoroso das doengas cronicas, nomeadamente a Diabetes
Mellitus e a hipertensdo arterial, a fim de proporcionar as melhores condi¢des a uma boa
regeneracao o0ssea (Bastos et al., 2013; Sathyendra & Darowish, 2013).

A érea da regeneracdo Ossea guiada ¢ uma area com algumas dificuldades, nao
existindo uma matriz com as caracteristicas ideais para ser empregue em humanos. A
dificuldade manifesta-se muitas vezes na porosidade da matriz, sendo necessario achar
uma boa razao entre esta carateristica e as propriedades mecanicas. De facto uma matriz
muito porosa ¢ mais fraca mecanicamente e uma matriz pouco porosa consegue ser mais

forte, todavia menos osteogénica. Por outro lado, a dentina ¢ um bom biomaterial, tendo
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sido verificado o seu uso com sucesso na regeneracao dssea alveolar (Lobato, 2016; Saeed
etal., 2015)

Em suma, sdo precisos mais estudos, em seres humanos no caso de fraturas em
ossos longos dos membros inferiores e superiores, a fim de encontrar uma matriz

biomimética que consiga dar propriedades mecanicas adequadas a regeneragdo Ossea.
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