INSTITUTO
SUPERIOR
DE CIENCIAS
DA SAUDE

EGAS MONIZ

INSTITUTO SUPERIOR DE ClaeNCIAS DA SA0ODE
EGAS MONIZ

MESTRADO INTEGRADO EM CleeNCIAS FARMAC&a&UTICAS

REGENERA,IO i1SSEA

Trabalho submetido por
Roberto Alexandre Silvestre Martins
para a obtene<o do grau déestreemCienciasFarmaceuticas

Trabalho orientado por
Prof. Doutora Carla Ascenso

Novembro de 2017



- INSTITUTO

SUPERIOR
DE CIENCIAS
DA SAUDE

EGAS MONIZ

INSTITUTO SUPERIOR DE CIENCIAS DA SAUDE
EGAS MONIZ

MESTRADO INTEGRADO EM CIENCIAS FARMACEUTICAS

REGENERACAO OSSEA

Trabalho submetido por

Roberto Alexandre Silvestre Martins
para obtencdo do grau de Mestre em Ciéncias Farmacéuticas

Trabalho orientado por
Prof. Doutora Carla Ascenso

Novembro de 2017






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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Regenerae«0 —ssea

O tecido —sseo Z composto por uma matriz inorg%onica, correspondendo a 65% da
matriz —ssea, 25% de matriz org%onica e 10% de fgua. A matriz org%onisadem na
composi«o 90% de colagZnio tipo | e 10% de prote’nas n<o colagZnicas (D. Burr &
Matthew, 2013). As fibras de colagZnio s<o muito importantes, pois v<o ser argrime
linha da estrutura —ssea, sendo que uma qualquer perturbas<o na sua formaeo pode
comprometer toda a estrutura —ssea (D. B. Burr & Allen, 2014; Florencio-Silwg, Sass
SasseCerri, Simses, & Cerri, 2015; Garnero, 2015). As prote’nas n<o colagZnicas v<o
ser importantes na mineralizas<o, estabelecendo uma ligas«o ao colagzon® cristais
de hidroxiapatite (D. B. Burr & Allen, 2014; Fujisawa & Tamura, 2012; Mescher, 2013;
Morgan, Poundarik, & Vashishth, 2015). A matriz inorg%onica, constitu’da por i>es ctlcio,
fosfato e carbonato, v<o nuclear e cristalizar, formando os cristais de apatiteeral
constituinte do osso (D. B. Burr & Allen, 2014; Clarke, 2008; Gartner & Hiatt, 2010;
Mescher, 2013). A fgua, n<o menos importante, circunda o complexo colagZnio-mineral
e estf presente na componente vascular, permitindo a difus<o dos i>es e de outros
componentes importante ao metabolismo —sseo (D. B. Burr & Allen, 2014).

A osteogZnese, sendo o processo pelo qual Z formado o 0sso, consiste em dois
processos, nomeadamente, a ossificas<o endocondral e a ossificas<o miraanesa.

Na ossificas<o endocondral, h a formaeo de cartilagem, com posterior reabsore«o
formae<o do 0sso propriamente ditbf ra ossificas<o intramembranosa, n<«o ht formas<o

de cartilagem, mas sim pequenos centros de ossificas<o com posterior fordea®sso
(Berendsen & Olsen, 2015; D. B. Burr & Allen, 2014; Hadjizadeh & Doillon, 2010;
Mescher, 2013). Ap—s a formas«o do 0sso, 0 mesmo Z sujeito a foreas de carga que
danificam e criam microfraturas. Sendo necessirio recorrer ao processo de semodela
—ssea, constitu’do pela reabsore«o do tecido lesado, orquestrada pelos tostenelas
posterior formae<o do novo tecido —sseo, concebida pelos osteoblastos (D. Burr &
Matthew, 2013; Eriksen, 2010; Feng & McDonald, 2011; Mescher, 2013). Tanto a
reabsore<o —ssea como a formae<o do 0sso envolvem fatores, quietdaspativas<o,
proliferae<o e diferencias<o dos osteoclastos e osteoblastos, sendo necegstestes

dois processos estejam em sintonia, a fim de 0 0sso reabsorvido ser ggsal fmwvmado

(D. Burr & Matthew, 2013; Eriksen, 2010).

O sistema RANK/RANKL/OPG Z um sistema importante, pois estt bem
organizado com fatores (RANKL e OPG) e o0s seus respetivos recetores (RANK)
presentes nas membranas do osteoclastos e osteoblastos, que v<o permdtir que

14



Introdue<o

remodelas<o —ssea esteja em equil’brio (W. Liu & Zhang, 2015; Sigl &fgenn2014;
Walsh & Choi, 2014).

Apesar da remodelas<o e da reparas«o das microfraturas, por vezes a acgomulae
destas ou uma forea exercida que seja superior ~ resistencia do oss@ feataras
maiores com quebra —ssea (Giannoudis et al., 2015; Oryan, Monazzah, & Bigham-
Sadegh, 2015a). No entanto o0 nosso sistema estt preparado para responder a esses
est'mulos e regenerar o 0sso fraturado, atravZs de dois tipos de regenerae@m —sse
cicatrizas<o direta e @ndireta. Na cicatrizas<o direta, as faces das fraturas usgiEm
ajuda circergica, para que a homeostasia seja reestabelecida e oupsse gesua
estrutura e propriedades (Claes, Recknagel, & Ignatius, 2012; Sathyendra & Darowish,
2013). Jt na cicatrizas<o indireta, sendo 0 mZtodo de regeneras<o mais comum, Z
necessiria imobilizas<o do membro e a pr—pria 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 —ssea, Z necesgin«a inte
de uma tZcnica de regeneras<«o guiada, com uso de enxertos, seja com autoenxertos
aloenxertos. Os autoenxertos s<0 0s mais usados no entanto apresentam prablemas a
n’vel do local dador, enquanto o aloenxerto pode apresentar problemas imunol—gicos com
poss’vel rejeie<o do enxerto

A engenharia de tecidos Z uma metodologia na trea da regeneraso —ssea, mai
recente com o objetivo de formar novo tecido —sseo, sem as desvantagens das enxertos
A estratZgia da engenharia de tecidos —sseos engloba a componente amalular, ¢
propriedades osteogZnicas e a componente das matrizes compostas de digroateri
caracter’'sticas biocompat'veis com o0 nosso organismo (Campana et al., 2@tdlicChi
et al., 2013; Gusiet al., 2014). Contudo, s<0 necessirios mais estudos na irea da
regeneras<o —ssea, a fim de encontrar um biomaterial que tenha as siicastele
biocompatibilidade, osteogZnico, osteoindutivo, vasculogZnico e com propriedades
mec%onicas desejadas para cada osso (Szpalski, Wetterau, Barr, & Warren, 2011).
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Desenvolvimento

DESENVOLVIMENTO

MATRIZ T SSEA

O tecido —sseo Z um tecido conjuntivo mineralizado din%o.mico, que estf
permanentemente a ser remodelado e que permite que a sua pr—pria hossgastasia
mantida pelas cZlulas que o constitu& matriz extracelular —ssea tem uma constituis<o
complexa e organizada, sendo em 90% constitu'da por prote'nas colagZnicas,
predominante por colagZnio tipo I. O suporte mec%onico e a homeostasia mantida de
predominantemente "~ matriz extracelular —ssea, pois acredita-se que sndasita
constituie<o podem ter efeitos nefastos ao n’'vel do pr—prio osso (FlorencietSilva
2015).

ColagZnio

A matriz org%onica do tecido —sseo Z constitu’da cerca de 90% por colagZnio,
maioritariamente do tipo | mas tambZm dos tipos Il e V, e por uma pequera gers
prote’nas n<«o colagZnicas (Garnero, 2015). O colagZnio Z a prote’na fibrilar &imZric
mais abundante nos mam’feros, existindo vinte e oito tipos, cujo fator comuantiplen
hZlice (Garnero, 2015). A variedade de colagZnios deeem-diversos fatores,
nomeadamente a existencia de diferentes cadeias alfa, existencisoftemas
moleculares, estruturas supra moleculares e diferentes promotores (Ricard-Blum, 2011).

As cadeias alfa formam molZculas trimZricas, que se entrelasansiete maneira
a formarem uma tripla hZlice. As triplas hZlices s<o constitu’dasiplatos repetidos,
estabilizadas por pontes de hidrogZnio e ligas>es dissulfeto (Garnero, 2015; Gordon &
Hahn, 2010; Ricard-Blum, 2011). A molZcula de colagZnio est} organizada em estruturas
hierfrquicas e a sua s'ntese ocorre dentro da cZlula, sendo secretadicylas ves
forma de tropocolagZnio. A sua s’ntese Z composta pelas seguintes fasas2]fi
formas<o do procolagZnio; formas«o do tropocolagZnio; associas<o de tropocolagZnio
em fibrilhas e formas<o das fibras de colagZnio. As cadeias de colag@siotetizadas
nas cZlulas na forma de procolagZneo, correspondendo a molZculas com uma regico
central colagZnicas, que apresenta 0 motivo G-X-Y e duas pors>es n<o colagZamsca
extremidades N e C terminal. Existe uma trimerizas<o das pore>es n<«agzolicas
(PropZptido carboxilo e propZptido amino) e, as pore»es de colagZnio enrolam-se,
formando uma tripla hZlice, dando origem assim ao procolagZnio. As pors>es @ept’dic
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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).

Formagdo de procolageno
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Figura 2 - Processo de formagao do colagénio (T. Ferreira, Silva, Lucia, & Penna, 2012)
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O colagZnio tipo | Z um heterotr'mero composto por duas cadeias idéntieas
uma cadeia diferenté2 e tem na sua composi«o tripletos repetidos de Glicina-X-
(Gly-X-Y). A glicina Z o aminofcido que se repete em cada tripletoctedstica
importante para a estabilidade do colagZnio, visto que Z o aminotcidpemaésno e
que na sua cadeia lateral possui um hidrogZnio, sendo este importante naofalenasc
pontes de hidrogZnio entre outros grupos pZptidos e ainda, o facto de ser o mais pequeno,
permite que se consiga rodar a hZlice. O X e 0 Y, podem ser quaisquer atos)ohas
0S mais comuns s<0 prolina e hidroxiprolina, (Concu, Podda, Gonzalez-Diaz, & Shen,
2011).

O colagZnio tem fune>es importantes ao n'vel das propriedades mec%onicas,
organizacionais e estruturais (Garnero, 2015; Ricard-Blum, 2011). A resistencia —ssea
estidiretamente ligada “s propriedades do colagZnio, sendo que alteras>es ~ nodmalida
desta prote’'na podem influenciar negativamente as propriedades mec%onicas do 0sso,
como Z o caso da isomerizas«<o do C-telopZptido, a presensa de homotrmeros, a
orientas<o das fibrilhas e o intervalo entre as fibrilhas (Garnero, 2015). A istaner’

0 processo em que as molZculas mantZm a sua f—rmula qu’mica e sualestiratura,
ou ®ja quando existe a mudanea de um grupo qu’mico de uma posis«0 para autra n
molZcula (Vasseur, Bruffaerts, & Marek, 2016).

Os telopeptidos s<o fragmentos pept’dicos n<o helicoidais, que contem og#Esmi
C (CTX) e N (NTX) das cadeias de colagZnio. A isomerizas<o do telopeptido C
colagZnio tipo | pode causar alteras>es nas propriedades da molZcula.

Neste processo de isomeriza«o, ilustrado pela figura 3, existe uma texsloa
sequencia de aminofcido AHDGGR, no fcido aspirtico do CTX, originando uma
| -isomerizas<o da cagia" 1 do CTX. A cadeia normal Z chamadd d8TX e o isomero
Zdenominado de-CTX, sendo que a isomerizas<o vai afetar a ligas<o do acido aspirtico
e glicina (Asp-Gly), estando inicialmente a ligas<o destas no grugmgao na posie<o
alfa e, posteriormente sendo transposta para a posie<o beta. No seu estadlcanuvas
as cadeias se encontram em equil’brio e, o aumento do n'vel de umzadsias poder}
levar ao desenvolvimento de uma doenea —ssea (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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Prote’nas n«o colagZnicagNCP)

As prote’nas n<o colagZnicas (NCP) fazem parte da matriz extracelulaicarg®o
0sso e exibem virios papeis, determinantes na qualidade do 0sso. A mirerdhzas
matriz —ssea, a qualidade e as propriedades mec%onicas s<o influpelciaN&
(Morgan et al., 2015). Investigadores afirmam que as prote’nas n<o colagZnicasala ma
podem atuar como uma ligae<o entre a matriz org%onica e a matriz inargédmsso e,
ao mesmo tempo, como inibidoras da mineralizas<o (Fujisawa & Tamura, 2012;
Poundarik et al., 2012). As prote’nas que fazem parte deste tipgisioprote’na —ssea,

a csteocalcina, o biglicano, a fibrilina-2 osteonectina (Morgan et al.,, 2018) a
osteopontina (Fujisawa & Tamura, 2012).

Sialoproteina —ssea

A sialoprote’na —ssea Z uma das glicoprote’nas ac’dicas da matcel@rr dos
tecidos mineralizados e um membro da fam’lia das prote’'nas SIBLINfI( Integrin-
Binding Ligand N-ligand glycoproteinjFujisawa & Tamura, 2012; Holm, Aubin,
Hunter, Beier, & Goldberg, 2015Na sua composis«o tem oligossaciridos, contendo
fcidos sitlicos e aminoZcidos fosforilados e sulfatados (Fujisawa &&a2012)Sabe-
se que Z umas das principais prote’nas n<o colagZnicas e, que as suaspiimeieais
S«0 a promoeo da biomineraliza*<o e o desenvolvimento osteoblfstico (Holat.,e
2015; L. Xu, Anderson, Lu, & Wang, 2007).

Tem como caracter’sticas a sequencia de RGD de ligas«0 " integramaposto por
arginina-glicina-aspartato (ARGLY-ASP), presente no terminal carboxilo, com a
fune<o de mediar a ligae<o celular dos osteoblastos (Bernards, Qin, & Jiang, 2008;
Fujisawa & Tamura, 2012). Adicionalmente, na sua composie<0 existem seasiohe
fcido glut%emico presentes no terminal amino, como mostra a figura 5,vodal et
vitro na nucleas«o da hidroxiapatite (Fujisawa & Tamura, 2012; Tye et al., 2003)
prote’na tem afinidade com o colagZnio, ligando-se s fibrilhas, nomeadametelaas
zone®), o que leva a pensar que a sialoprote’na —ssea Z muito importantelizasmine
visto ter tambZm afinidade com a hidroxiapatite (Fujisawa & Tamura, 2012)

Num estudo feito em 2008, por Malaval e os seus colaboradores, foi feita a
comparae<o entre ratos com ausencia de sialoprote’na —ssea (-/-) e rats (W).

O estudo demonstrou que os ratos (-/-) apresentaram desmineralizas<o —fstesa &m
jovens adultos, mas n« em ratos mais velhos. Estes jovens adultos apeesensso
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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

collagen binding

| (
\(Glu)rjf// 4[
P \ / cell attachment

hydroxyapatite binding and nucleation

Glu)n RGD__

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)

I cell attachment 2
‘ cell attachment 1

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 mineraliza«<o (Sugars et al., 2003).

Fibrilina-2

A fibrilina-2 Z uma glicoprote’na, quem um papel importante na formas<o do
0ss0, influenciando as suas propriedades mec%onicas (Arteaga-Solis et Allofaiil;
et al., 2015).

Foi realizado um estudo comparativo entre ratos com ausencia da fibriliretese
com express<o da mesmblistala eos seus colaboradores, em 2010 notaram que a
biodisponibilidade do fator de crescimeni&-G-! ficava diminu’da em ratos com
ausencia da glicoprote’na, por conseguinte, a proliferas<o dos osteoblastos tambZm
diminu’a, influenciando negativamente as propriedades e morfologia do o0sso. Os
resultados mostram uma diminuie<o de densidade mineral e do tamanho —assea e
devido " falta de osteoblastos, uma reduso na produso de colagZnio (Néstala,
2010).

Osteonectina

A osteonectina, tambZm denominada de SPARC (Secreted Protein Acidic and Rich
Cysteine) ou BM-40 (Basement Membrane Protein 40) (Rosset & Bradshaw, Z2016a)
uma prote’na n«o colagZnica muito abundante na matriz extracelular, questadsec
pelos osteoblastos (Morgan et al., 2015; Rosset & Bradshaw, 2016a). A prote’'na em
quest«o pode influenciar o processo de formas«o —sseo, atravZs de virios mecanism
como a regulas<o do procolagZnio, mineralizas<o e a diferencias<o dos ostenblast
osteoclastos (Rosset & Bradshaw, 2016a).

Uma caracter’stica que define a osteonectina Z o fato de possuir dat@’ljea<o
com a hidroxiapatite e o colagZnio presente na matriz, considerando-seadigaest
pode promover a mineralizas<o —ssea (Rosset & Bradshaw, 2016b) ausencia da express<o
desta prote’'na demonstra uma diminuie<o da quantidade de colagZnio tipo Indageri
que SPARC tem um papel fundamental na produeo ou deposie<o de colagZnio
(Bradshaw, 2009; Rosset & Bradshaw, 2016a).

Delany e os seus colaboradores, em 2003 observaram em ratos com ausencia de
express«o de osteonectina, que estes tinham um ncemero reduzido de cZlulas

osteobltsticas. Adicionalmente, a n«o0 express«o do gene desta prote’naepads s
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indicador de uma doenea —ssea, como a osteogZnese imperfecta, osteopenia ou
osteoporose (Delany et al., 2000; Delany, McMahon, Powell, Greenberg, & Kurland,
2008; Fedarko, Sponseller, & Shapiro, 1996; Mendoza-Londono et al., 2015).

Matriz inorg%onica

A matriz inorg%onica do 0sso Z maioritariamente composta por cristais de
hidroxiapatite, sendo a sua constituie<o qu’'mica§RO)s(OH),], onde est<o preserde
0 maior ncemero de ctlcio e fosforo (Gartner & Hiatt, 2010). Ainda fazem grarte,
propore>es mais pequenas, carbonato de magnZsio, i>es s—dio e potissio. ©deristai
hidroxiapatite existem na natureza, no entanto os cristais presentes rs3008%aIS
pequenos e solceveis (Clarke, 2008). Atraem aeffgumam uma concha de hidratas<o,
que irf facilitar a troca de i>es com o flu'do extracelular (Gartner &ttH2010),
permitindo assim que estes participem no metabolismo —ssea (Clarke, 2008).

A matriz mineral vai dar ao 0sso propriedades de rigidez mec%onica e fargade c
(Clarke, 2008), estando estes minerais de hidrakitgmseridos nos intervalos das fibras
do colagZnio tipo | (Gartner & Hiatt, 2010).

Mineralizaso

A mineralizas<o envolve duas etapas, sendo a primeira parte onde ocorre a
nucleas<o precedida da formae<o do cristal (Fujisawa & Tamura, 2012; Landac§uet,
2013). Uma vez formados os noecleos com os ires cilcio e fosfato, a cristaliza
iniciada e alastra-se por toda a matriz org%onica.

A nucleas«o Z a acumulas<o de i>es sendo preciso superar a energia desbderei
ativas<o, devendcestaser maior do que a energia necesstria ~ libertas<o dos i>es e, Z
poss'vel reduzir essa energia baixando a energia interfacial. A redue«o daaenergi
inteterfacial Z conseguida devido “s interas>es dos componentes 0rg%oniCoSEcm®rg%o
com as prote’nas da matriz. Os clusters v<o ser aglomerados de moldoeliasste caso
v<0 ligar-se aos i>es ctlcio, conferindo carga negativa. Tais aglomeradagratdos
para as lible zone® de maneira a que haja nucleas<o da hidroxiapAtitrac<o destes
clusters Z conseguida devido s prote’nas n<o colagZnicas que se encesuprf'tie
do colagZnio e, que ir<o atrair em conjunto os i>es fosfato. Sendo assim, csinacio
na Figura 7, o complexo prote’cdiciofosfato forma-se e, origina o ncecleo de cristal.
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CZlulas osteoprogenitoras

As cZlulas osteoprogenitoras s<o as cZlulas tronco do 0sso e podem eapseializ
em osteoblastos e, por sua vez, em oste—citos ou formarem mais cZlulas
osteoprogenitoras, dependendo do estado de maturas<o do 0sso ou da existenga de les
ou fraturas (Gartner & Hiatt, 2010; Lowe & Stevens, 2005).

Quando o ossostt inativo, ou seja, quando n<«o hi processos de formae<o ou de
remodelas<o, estas cZlulas ficam inativas. Por outro lado, quando existenda@sso
ou remodelas<o, processos cujo m@-ove© 7 alto, estas cZlulas est«o ativas, e podem
dividir-se e diferenciar-se em osteoblastos (Lowe & Stevens, 2005). Estas cZlulas
encontram-se em todos os espa+os livres do 0sso, nomeadamente no end—-apieo, na c

interna do peri—steo e nas metifises do osso (Fawcett, 1995).

Osteoblastos

Os osteoblastos s« cZlulas cub—ides e colunares, dispostas lada aupéof'cie
da matriz —ssea e com um citoplasma bas—filo. Estas cZlulas seaste—ide, que
compreende o colagZnio tipo I, proteoglicanos, vesiculas matriciais e outZrsiiasl
A cZlula vai endurecer e calcificar, formando a camada que fica erticifar<o e a
camada das pr—prias cZlulas osteoblisticas (Mescher, 2013).

As cZlulas osteobltsticas podem ainda produzir fatores de crescimemteitE
1995), um papel tambZm de grande import%oncia, devido ao fato de smatiaiiculas,
como o ligando do recetor de ativas<o do fator nuclear kdapffRANKL) e o fator de
estimulas<o de colonias de macr—fagos (M-CSF). E ainda tem participas<o na
calcificas<o da matriz —ssea (Gartner & Hiatt, 2010).

Com a formae<o do 0Sso, 0s osteoblastos v<o cessar a sintetizas«o exgatze
prote’nas, chegando a um estado de repouso, onde se diferenciam em odtesteitos.
estado, existe uma camada ao longo do osso denominado de cZlulas de régestiseo
(Fawcett, 1995; Gartner & Hiatt, 2010). Uma caracter’'stica muito impertaestas
cZlulas Z o facto de as membranas possu’rem integrinas e recetores deahorm
paratiroides (PTH). As integrinas tem a finalidade de promover a ades<o doblastos
" componente org%onica da matriz —ssea e, 0s recetores das hormonae payadindo
ativados, secretam o RANKL e o fator de ativas<o dos osteoclastos (G&rtHett,
2010).
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Oste-€itos

Os oste—citos s« cZlulas diferenciadas dos osteoblastos (Mescher,r2iil 8} se
cZlulas que est<o em maior neemero no osso (Feng & McDonald, 2011). Isto acontece,
devido aos osteoblastos secretarem uma grande quantidade de matriz, ficendodi@st
cercados pela matriz mineralizada e, por conseguinte, os osteoblastos difesenem
oste—citos (Lowe & Stevens, 2005; Mescher, 2013).

Os oste—citos v<o sofrer processos citoplasmiticos, cujo a finalidade Ze«aoforma
de pequenos canais (can’culd3$.canais v<o contribuir para a comunicas<o com outros
oste—citos e com as cZlulas do revestimento —sseo (osteoblastodp &drandéses de
pontos comunicantess Ogap junctionsQpermitindo a troca de i>es entre 0s vasos
sanguineos e o fluido extracelular (Mescher, 2013).

Os oste—citos, comparativamente aos osteoblastos, apresentam compigio de G
mais pequeno, s<0 mais achatados e o noecleo com cromatina mais conteesada.
na regulas«o da remodelas<o —ssea, por produeo de citoquinas e, tambZm o facto de
estarem ligados entre si e com outras cZlulas —sseas, sugere queunerniapel
importante na homeostasia do ctlcio, como sensor de stress —sseo (Mescher, 2013).

Osteoclastos

Os osteoclastos s<o cZlulas grandes e multinucleadas, derivadas darntirdes
mon—citos/macr—fagos. O seelmaimcipal Z absorver matriz —ssea durante a fase de
crescimento ou remodelas«o —ssea (Gartner & Hiatt, 2010; Mescher, 2013).

S«o estas cZlulas que durante a remodelas<o —ssea, reabsorvem o ospar@ntigo
posterior formae<o de novo osso (Fawcett, 1995). A sua localizas<o fica em pequenas
cavidades na superfcie do 0sso, onde a reabsors«o Z maior, denominadas delcunas
Howship (Gartner & Hiatt, 2010; Mescher, 2013).

Diferenciae<o osteocltstica

f na medula —ssea que est«0 0s primeiros precursores dos osteoctakias, se
unidades formadoras das col—nias dos granul—citos/macr—fagos (CFU-GM). Na medula
—ssea, as cZlulas estaminais hematopoiZticas d<o origem "s @fagenitoras
miel—des, devido ™ estimulas<o das interleucinas 3 (IL-3) e interleucinas 6 (IGé&n
o fator estimulador de col—nias de granul—citos/macr—fagos (GM-CSF), as cZlulas
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ossificas<o intramembranosa, as cZlulas mesenquimatosas v<o difers@ciem

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

Ossificae<o endocondral

Na ossificas<o endocondral, hf condensaso das cZlulas mesenquimatosas e
posterior diferencias<o em condr—citos, que formam um modelo em cartilageifis atra
da secres«co duma matriz cartilag’nea. Na periferia, as cZlulas safifenrencias<o
osteobl$tica (Hadjizadeh & Doillon, 2010), de maneira a formar um colar —sseo
denominado lidne colla® (Mescher, 2013). O colar —sseo impede a difus<o do oxigZnio,
induzindo a produe«<o de fosfatase alcalina pelos condr—citos, que sofrem hipartrofia.
hipertrofia dos condr—citos leva a que haja uma compress<o no centro e coavece a
uma calcificas<o de fora para dentro. Os condr—citos sofrem apoptose e criam uma
estrutura porosa, que irf servir para a penetras<«o dos vasos (Mescher, 2013), trazendo as
cZlulas osteoprogenitoras e osteoblastos para posterior formaso dos centros de
ossificae<o primitrios (Hadjizadeh & Doillon, 201@).processo comesa com a secree<o
de metaloproteinases da matriz (MMP), pelos condr—citos hipertr—ficos, que slas degra
a matriz rica em colagZnio. Os osteoclastos, por sua vez, tsm umirpgpeante na
reabsore«o desta matriz, promovendo a formae«o das cavidades medulares (Hddjizade
& Doillon, 2010).

O que resta do modelo da cartilagem calcificada Z parcialmente abgmidda
osteoclastos. Ao mesmo tempo que no centro de ossificas<o primirio Z formado a
cavidade medular, na ep’fise do 0sso, tambZm Z formado um centro de ossificas<o
secundfrio. Entre estes dois centros existe uma zona que n<«o Z calcifieadsim
constitu’da por tecido cartilaginoso, cuja responsabilidade Z assegurar menésao
0sso (Hadjizadeh & Doillon, 2010).
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A unidade btsica multicelular (BMU) Z o local inicial da remodelas<oa;-gae
compreende as cZlulas envolvidas no processo (Eriksen,&26kfal onde ocorre sa
remodelas<o0 denomina-se de compartimento de remodelassea®BRC) (Feng &
McDonald, 2011; Mescher, 2013). No processo de remodelas<o —ssea, 0S 0ste—citos s<0
as cZlulas que ir<o detetar alguma deformas<o no 0sso, provocadas por forsascasc%o
ou alguma microfratura presente no 0Sso antigo, e posteriormente transmitirpasanal
recrutar os precursores dos osteoclastos ao respetivodecdlulas precursoras podem
ser recrutadas atravZs da medula —ssea ou dos capilares, fixandorge—ssah e
devido s elevadas concentras>es dos fatores M-CSF e RANKL v<o difereseiam
osteoclastos (Feng & McDonald, 2011).

Na segunda fase da remodelas<o —ssea Z iniciado o recrutamento das cZlul
estaminais mesenquimais (MSC) e das osteoprogenitoras para o compartimento da
remodelas<o, atravZs da medula —ssea ou dos capiktessHlas diferenciarseem
prZ-osteoblastos e depois em osteoblastos, sendo o processo de realss@ao —
predominante (Feng & McDonald, 2011).

Na terceira fase, os osteoblastos est«o funciameigiam a sintetize de oste—ide,
gue se deposita no compartimento da remodelas<o —ssea a fim de formar o novo 0sso,
mantendo um equil’brio entre a quantidade —ssea reabsorvida e a formada (Feng &
McDonald, 2011).

Na quarta fase, o oste—ide vai mineralizar, conclsmdssim o ciclo da
remodelas<o —ssea. Em 0ssos saudiveis, a quantidade reabsorvida 7 iguiglatigua
formada, n<«o havendo difereneas na massa e na forea. Em caso de doensaslassocia
este ciclo, em que a remodelas<o Z anormal, ht difereneas entre a qgamddbsorvida
e a formada, refletindo-se na massa e na forea dos 0Ssos, como 0 caso da doene
osteoporose (D. Burr & Matthew, 2013; Feng & McDonald, 2011; Mescher, 2013).

SsTEMA RANK/RANKL/OPG

O sistema RANK/RANKL/OPG foi identificado no final dos anos de 1990 (W. Liu
& Zhang, 2015; Walsh & Choi, 2014Y constitu’do por peote’nas pertencentes ~ fam’lia
dos fatores de necrose tumoral (TNF) (Sigl & Penninger, 2014). Este sistemitoZ
importante para a homeostase do tecido —sseo, atravZs da regulaso dastosteoc
(Walsh & Choi, 2014). Contudo, este n<o estt presente apenas no tecido —ssedotendo si

35






Desenvolvimento

Dougal e os seus colaboradores, em 1999, conduziram um ensaio experimental em
ratos, cujo gene que codifica para o0 RANK foi eliminado, levando = deficiesnate de
recetor. Os ratos foram caraterizados por uma osteopetrose profunda, n<«o havendo
diferencias<o das cZlulasniel-des progenitoras em osteoclastos, resultando numa
ausencia de reabsoreo —ssea. Ainda no mesmo ensaio, 0S ratos com alésencia
express<o de RANK, n<«o apresentaram n—dulos linffticos perifZricos e as BZlula
apresentavamseem numero reduzido (Dougall et al., 1999).

Noutro estudol.i e os seus colaboradores (2000), usaram ratos com deficiencia de
RANK e observaram, que durante o crescimento endocondral, as placas de crescimento
eram mais pequenas e 0s ratos apresentavam osteopetrose (Oosso de paaa®), te
autores atribu’do estes resultados ~ ausencia de reabsore«o —ssea guroosda N«
diferenciae<o e maturas«o dos osteoclastos (Li et al., 2000).

Ambos os estudos vem apoiar a teoria de que o RANK Z expresso em cZlulas
hematopoiZticas e osteoclastos e, que a ausencia de diferenci@eolstica nos ratos
sem o gene do RANK Z um defeito intr'nseco nas cZlulas de linhagenopeiZiita
(Dougall et al., 1999; Li et al., 2000).

Ligando do recetor ativador do fator nuclear kappal (RANKL )

O ligando do recetor ativador do factor nuclear kappg®&ANKL) pertence ~
fam’lia dos fatores de necrose tumoral (Lacey et al., 1998; W. Liu & Zhang,\2@1sh
& Choi, 2014; Wong et al., 1997), sendo a sua express«o mediada pelos osteoblastos e
cdulas estromais (Nakashima et al., 2000; Walsh & Choi, 2014), podendo ainda ser
encontrado nos linf—citos T e nos pulmses (Walsh & Choi, 2014). O RANKL foi
descoberto independentemente por quatro grupos de investigadores, raz<o pela qual pode
assumir denominae>es diferentes (Walsh & Choi, 2014). Em 1997, Wong e seus
colaboradores denominaram-no de citoquina induzida por ativae<o relacionada com o
fator de necrose tumoral (TRANCE). Em 1998, Lacey et all, deram o0 nome de ligando da
osteoprotegerina (OPGL) e, ainda Yasuda e os seus colaboradores apelidaramLo RANK
de fator de diferencias<o osteoclfstica (Lacey et al., 1998; Wong et al., 189ucla et
al., 1998).

A prote’'na Z muito importante na osteoclastogZnese, ligar-se aos recetores

RANK dos precursores dos osteoclastos e, participar na regularizas«o e dder@dos
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mesmos em osteoclastos (Walsh & Choi, 2014; F. Xu & Teitelbaum, 2013; Yetsalda
1998).

O RANKL existe em duas formas, uma forma solcevel e outra forma membranosa
(I. Silva & Branco, 2011; Walsh & Choi, 2014). A forma solcevel tem menor capacidade
de regularizas<o dos osteoclastos. Normalmente Z expressa na forma de maepaios
osteoblastos e cZlulas T ativadas, mas devido a clivagem proteopttas
metaloproteinases da matriz (MMP3 e MMP7), esta transfgana-forma solcevel (l.
Silva & Branco, 2011).

Existe um estudo experimental realizado por Kong et all (1999), em que faddelet
0 gene que codificava o0 RANKL em ratos e, deste modo, 0s seus osteolastos
expressavam esta prote’'na. O ensaio demonstrou a import%oncia do RANKL,
relativamente " osteoclastogZnese, sendo necessirio na regularizas«tegotas®s,
pela ligas<o desta ao seu recetor RANK, presente na membrana dos precdosores
osteoclastos. Com esta ausencia, 0s ratos apresentaram osteopetmgagevistrante a
remodelas<o —ssea, n<o existe a fase da reabsoreo (Kong et al., 199@kt&dtevem
ao encontro de outros estudos sobre 0 RANK, nomeadamente, a investigas<o feita por L
e 0s seus colaboradores (2000) e Dougall et all (1999).

Osteoprotegerina (OPG

A osteoprotegerina (OPG) pertence ~ superfam’lia dos fatores de necrose tumoral
tendo sido descoberta e denominada por diferentes investigadores (l. Silva & Branco,
2011; Walsh & Choi, 2014). Tsuda e os seus colaboradores (1997), deram o nome de
fator inibidor da osteoclastogZnese (OCIF), Kwon e os seus colaboradores (1998),
identificaram esta citoquina e denominaram de tropina redutase 1 (TR1) éimpor ul
Theodore e seus colaboradores (1998), denominaram de receptor-1 derivado de cZlulas
dendr’ticas foliculares (FDCR-1) (Kwon et al., 1998; E. Tsuda et al., 1997; Yun et a
1998). No entantaa 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, comayad<a li
destes vai impedir a ligas<o do RANKL aos recetores RANK, presentesemabrana
dos precursores dos osteoclastos, afetando a osteoclastogZnese e a renfdddliuc
& 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, atravZs do DNA dos intestinos dos ratos. Detetaram que etrarsgsnicos ,
cuja express<«o de OPG era acima do normal, os ratos apresentavam ostedpeti®s
se oncluir que a Osteoprotegerina Z muito importante na osteoclastogZneseyjevisto q
guanto maior o ncemero desta glicoprote’na, maior o bloqueio no RANKL, n<o deixando
0 RANKL ligar-se ao RANK. Deste modo, n«o ht formaeo de osteoclastos maduros
funcionais, n<o havendo reabsore<o —ssea (W. Liu & Zhang, 2015; Simonet et al., 1997,
Walsh & Choi, 2014).

REGENERA,JO iISSEA

A regeneras«o —ssea Z um processo fisiol—gico complexo, que ocorre naturalmente
ao longo da nossa vida, n<«o s— ao n'vel de fraturas causadas por fatores externos, mas
tambZm por microfraturas causadas diariamente (Dimitriou, Jones, McGonagle, &
Giannoudis, 2011; Oryan, Alidadi, Moshiri, & Maffulli, 20146ge processo conta com
o recrutamento das cZlulas envolvidas, express« gZnica e s'ntese deefiersficos,
gue ir<o restaurar a integridade e funcionamento —sseo (Komatsu & Warden, 2010).

A regeneras<o —ssea pode ocorrer de duas maneiras, sendo a regenerae«<o da fratura,
onde 0 pr—prio 0SSO se regeAesEPr—pPrio e, a regeneraso guiada, onde Z necessirio
recorrer a meios circergicos com enxertos aut—logos , 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 oo @sso
tumores —sseos que v<0 enfraquecendo 0s 0sso0s. As macrofraturas s<o fratunassde ma
dimensses, que podem ser causadas pelo excesso de microfraturas, ou petodexcess
carga, que leva ~ quebra, denominando de Ofratura de stressO. Existem ainda fatores
patol—gicos, no caso de doeneas —sseas ou subnutrie<o, que deixam 0 0SSO com
propriedades mec%onicas mais fracas, ficando este mais suscetinadaa (Oryan,
Monazzah, & Bigham-Sadegh, 2015b).
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Regeneras<o de fraturas

A cicatrizas<o de fraturas —sseas Z um processo biol—gico complexo, queenvolve
express«o de molZculas e cZlulas capazes de reabsorver o tecide lesastitu’-lo por
novo tecido. Dependendo do tipo de fratura, este pode ser de cicatrizas<o direta ou
primfria e cicatrizas<o indireta ou secundiria. O processo de repararuitd
importante, na medida em que Z necessitrio o 0sso voltar ~ sua forma originahe
propriedades mec%onicas e biol—gicas anteriores ~ fratura (Gibon et al., 2017& Marsell
Einhorn, 2011a; Sathyendra & Darowish, 2013).

Regeneraes<o Indireta

A cicatrizas<o indireta Z caracterizado pelos processos de ossifieadocondral
e intramembranosa €4t compreendido em cinco fases: a fase inflamat—ria, a fase de
formas<o do calo cartilagem mole, a fase de neovascularizas<o ou angiogariase de
formae<o do calo —sseo e a remodelas<o, processo que irt reestabeteopriadades
—sseas (Gibon et al., 2017; Marsell & Einhorn, 2011a; Sathyendra & Darowish, 2013).

Fase inflamat—ria

Aquando da fratura, 0s vasos sangu’neos, o tecido —sseo e o tecido moled volta s«
lesionados. Inicialmente, Z formado um hematoma devido "~ formas<o de um cotgulo de
fibrina e, este vai ser como um molde do processo de cicatrizas«o, confinacdwlas
e as molZculas, naquele mesmo espa-o, ilustrado pela figura 14 (Sathy&wimandsh,
2013). A fase inflamat—ria, comum a todos 0s processos de cicatrizas<dermsseg,
papel muito importante na cascata de regen@raendo responsivel pelo recrutamento
das cZlulas inflamat—rias, de cZlulas mesenquimais e peldaestima angiogZnese
(Schmidt-Bleek et al., 2012)

A fase inflamat—ria Z acompanhada de duas fases: a fase aguda (prahfisana
fase inflamat—ria. Na fase inflamat—ria aguda, ocorre no inicio da fratieraredie<o
de citoquinas, que medeiam a proliferas<o celular e a angiogZnese. Numiagppiante,
ht recrutamento de neutr—filos polimorfonucleares, que s<o atra’dos pelasmittaks
e pelos detritos deixados pelo trauma. Os neutr—filos produzem intelucinas 6q(h.-6), ¢
0 objetivo de atrair os macr—fagos -s-qesteomacs (Claes et al., 2012). Aqui, as
concentras>es de interleucinas 1 e 6 (IL-1 e IL-6) e fatores de necrose tunfe(aINiF-

") est<o muito altas, sendo que a IL-1, produzida pelos macr—fagos, vai recltdass
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Rothem e os seus colaboradores, acreditam que o uso de nicotina influencia os
genes que expressam o0s osteoblastos, podendo estes induzir a proliferas<oRmlular.
outro lado, os autores afirmam serem precisos mais estudos, de maneipaeecder
melhor a rela+<o da nicotina e do metabolismo —sseo (Rothem, Rothem, Dalkan, Eli
& Soudry, 2011). Todavia, esta relas<o pode ser dose-dependente e, ainda o fato dos
cigarros n«o conterem s— nicotina, pode haver alguma relas<o com outro constituinte
destes (Castillo, Bosse, MacKenzie, & Patterson, 2005; Rothem et al., 20Ep St
al., 2014).

A idade tambZm Z um fator muito importante com influencia na regeneraso de
fraturas —sseas. Pacientes no per'odo da menopausa e outros pacientes com idade
avaneada t*m mudaneas ao n'vel da composis<0 —ssea, fatores crescimiergainas,
influenciando o metabolismo do osso (Sathyendra & Darowish, 2013; Tarantino et al.,
2013).

Stoltzing e os seus colaboradores, em 2008, observaram uma diminuie<o do hcemero
e da capacidade proliferativa das cZlulas mesenquimais em humandademnansada
(Stolzing, Jones, McGonagle, & Scutt, 2008). Zhou et al., (2008), tambZm notaram que a
populas<o de cZlulas mesenquimais estava diminu’da, afetando a sua proliferas<o.

Beil e os seus colaboradores, em 2010, realizaram um estudo em ratos com
menopausa e viram gue estes apresentavam baixa mineralizas«o e reqpthaixa
diferenciae<o celular, diminuie<o das respostas osteoblisticas e difidaldaa
vascularizas<o (Beil et al., 2010), evidenciando que a idade Z um fator que padkeagrert
a cicatrizas<o de fraturas —sseas (Beil et al., 2010; Sathyendra & Dar@®is3;
Stolzing et al., 2008; S. Zhou et al., 2008).

Outros fatores que podem influenciar a regeneras«o de fraturas s<o algumas
comorbidades, como as doeneas cr—nicas, que afetam tanto jovens como idosos,
nomeadamentdiabetes mellitus e a hipertens<o arterial (Sathyendra & Darowish, 2013;
Tarantino et al., 2013).

A diabetes mellitus (DM) Z uma doenea metab—lica que aumenta derisatura,
gueinterfere com a formae<o do 0sso e, ainda perturba a reparas<o deste (Jiao& Xiao,
Graves, 2015). A doenea aumenta o ncemero e a atividade dos osteoclas@g ba
osteoblastos, levando a um aumento de reabsore<o —ssea e uma diminuis<o de forma
do ossoNaDM, existem os produtos finais da glicas<o avaneada (AGE), que s<0 gerados
por reases enzimiticas entre os alde’dos formados na redues«o dos a.@cmes
aminofcidos vindos das prote’nas, I'pidos e fcidos nucleicos. Os AGE, v<alacsen
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e, estudos indicam que estes produtos podem ativar 0s osteoclastos oo edsvgrara
um ambiente favorfvel " reabsore«o (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 reabsore<o
osteocltstica n<«o esta relacionada com o aumento dos AGE, em idosasymma fato
de os osteoclastos n«o reabsorverem o tecido —sseo antigo e danificado, levando ~
fragilidade do osso. Contudo, em pacientes mais novos, hf um aumento da atividade
osteocltstica e consequentemente uma reabsore«o —ssea mais martadg €X al.,

2015). A baixa formaso —ssea deve-se ao fato dos AGEs modificarem o colagZnio,
comprometendo a integrina que medeia a ligas<o dos osteoblastos = matlaliy,
Uemura, Etcheverry, & Cortizo, 2004). Ainda em pacientes com DM n«o tratada, os
osteoblastos sofrem apoptose, devido ao aumento de inflamas<o, que por conseguinte
aumenta a express<o de citoquinas inflamat—rias (Coe, Irwin, Lippner, & McCabe, 2011).

A hipertens<o Z uma doenea cr—nica vascular, que estt ligada ao aumerta da pe
da densidade —ssea mineral, influenciando negativamente a repara+<o d€Biadtoas
et al., 2013; K. Tsuda et al., 2001; S. Yang et al., 2014). A doenea est} redaciama
0 metabolismo do cilcio no 0sso, n«o deixando que este se deposite naensafaz
excretado, enfraquecendo a densidade mineral, tormestnos 0ssos mais fracos.

O estudo efetuado por Bastos e 0s seus colaboradores, em 2013, evidenciaram que
ratos hipertensivos tinham uma densidade —ssea e uma reparas<«o inferioosaos rat
normotensivos. Os autores sugerem que o fen—meno Z causado pela angiotensina Il
sugerindo que esta vai afetar a diferencias<o dos osteoblastos e assirbgrextnormal
reparas<o —ssea (Bastos et al., 2013).

Ainda, estudo efetuado por Tsuda e os seus colaboradores, em 2001, observam em
mulheres hipertensivas uma menor densidade mineral —ssea, comparativamente ~
mulheres normotensivas. Sugerem ainda, que a diminuie<o da densidade dewag&sse ~ t

de excree<«0 do cflcio pela urina (K. Tsuda, Nishio, & Masuyama, 2001).
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Regeneras«o guiada

O processo da regeneras«o —ssea guiada Z um mZtodo que vem ajudar a reparar
defeitos —sseos, seja em caso de maiores fraturas ou patologias. Astegrnada
conta com a aplicas<o de enxertos —sseos e/ou 0 uso de enxertos biomitn£igsus
humano, a fim de se formar osso saudtvel com caracter’sticas de syyottee (Lee
& Kim, 2014).

Os enxertos —sseos s<0 definidos como um material implantado que promove a
regeneraso do 0sso, sozinho ou combinado com outros materiais que podem ajudar a
aumentar a osteogZnese, a osteocondutibilidade e a osteoindue«o (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., 2013t &usl., 2014; Oryan et
al., 2014) .

A regeneras0 —ssea guiada vai depender das propriedades dos enxertos, como:
(Egol et al., 2015; Jakoi, lorio, & Cahill, 2015)

I.! Osteocondus<o: propriedade da substancia/material que vai servir de esqueleto
para o crescimento do novo 0Sso;

.l OsteogZneseonstitui as cZlulas que est«o presentes na substancia/material que
ir<o contribuir para a formae<o do novo 0sso;

llI.!  Osteoindue<0: este refere os fatores de crescimento e citoquinas presentes
enxerto que estimulam a diferencias<o das cZlulas osteoprogenitoras em
osteoblastos;

Estascaracter’sticas s<o muitos importantes, de maneira a haver uma boaoepara
—ssea, com 0 uso de enxertos. Os enxertos apresentam caracter’stintes difere
entanto, algumas caracter’sticas poder<«o ser aumentadas (Egol et al., 2015).

Enxerto Aut—logo

O enxerto aut—logda crista i'aca Z o mZtodo mais usado e tem propriedades
osteocondutivas, osteoindutivas e osteogZnicas (Chiarello et al., 2013; Eg@Qsits)|
conferindo estabilidade mec%onica e induzindo a formae<o do novo osso (Dumic-cule,
Pecina, & Jelic, 2015). No entanto existem desvantagens, como a morbiddtie no s
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 NOsSsSo corpo, os longos tempos de
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operas<o, as poss’veis novas operas>es (Chiarello et al., 2013), o aumento da perda de
sangue e longos internamentos hospislal. J. Park, Hershman, & Kim, 2013), sendo
a maior complicas<o Z a dor cr—nica no s'tio dador (Chiarello et al., 2013).

Apesar de esta abordageer@old standar®, as limitas>es levaram a que virios
investigadores recorressem a estratZgias de engenharia do tecido —ss#ermativa a
a este mZtodo (J. B. Chang & Lee, 2016).

Aloenxertos

Os enxertos alogZnicos vem de um dador que n«o a pr—pria pessoa, podendo vir
tanto de um dador vivo, como de um dador morto (Chiarello et al., 2013; Shibuya &
Jupiter, 2015)Osaloenxertogem certas propriedades como a osteocondue<o (Ehrler &
Vaccaro, 2000)e alguns fatores de crescimento osteoindutivos, apresentando uma
velocidade de regeneras<o mais baixa (Arner & Santrock, 2014).

Os enxertos antes de serem usados s<0 submetidos a virios processos de
esterilizas<o, de maneira a reduzir a transmiss<o de doeneas (Arnem&o8k, 2014;
Shibuya & Jupiter, 2015) gssando por radia«<o de raios gama e esterilizas<o por —xido
de etileno (Arner & Santrock, 2014)s processos de esterilizas«o por radias<o dos raios
gamas«o custo-efetivee enbora consigam eliminar alguns v’rus patogZnicos no tecido
do o0sso, o pr—prio perde propriedades importante como a osteoindue«o e a forea
(Moskala, 2003).

As vantagens existentes s<0 o fato de n<o haver qualquer tipo de problemas para o
s'tio dador, tempo de cirurgia menor visto que o osso dador n«o Z retirado da pr—pria
pessoa, ncemero ilimitado de ossos para transplante e o facto de havexmdnbseg e
formas (Ehrler & Vaccaro, 2000).

Por outro lado, as desvantagens s<0 a poss’vel transmiss<o de doeneas, n«o possuir
propriedades de osteogZnese e ainda os problemas relacionados com a
imunocompatibilidade (Arner & Santrock, 2014), podendo este ser mesmo rejeitado pelo
corpo e o transplante falhar (Gust al., 2014).

Existem tres tipos de enxertos alogZnicos: os frescos, 0s frescos congelaizs e
os liofilizados, cada um com caracter’'sticas diferentes, esquematinadtabela 1
(Shibuya & Jupiter, 2015).
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Tabelal BCaracter’'sticas dos enxertos, adaptad(Stébuya & Jupiter, 2015)

Excertos Frescos Excertos frescos congelasl Excertos liofilizados
Mais caros Menos caros
Mais imunocompativeis Mais imunocompativeis
Tempo de vida menor Tempo de vida maior
Mais r'gidos Carater’sticas intermZdias Mais dispon’veis
Carater’sticas osteogZnicas Carater’sticas osteocondutivas e osteoin(
osteocondutivas maiores menores

Utilizados em locais bem vascularizados
existem factores indutiveis nativos

Engenharia de tecidos

O uso de enxerto, como jf dito anteriormente, apresenta algumas desvantagens ao
n’vel das suas propriedades f'sicas e qu’micas, como para o pr—prio doentes&biioec
desenvolver novas estratZgias atravZs da engenharia de tecidos —ssskise(S#pal
2011), de modo a conseguir integrar todas as caracter’'sticas necessimasbaa
regeneraso —ssea e, melhorar a qualidade de vida do doente.

Esta frea resulta em moldes com caracter'sticas onsteocondutivass @
crescimento osteoindutivos e cZlulas percursores osteogZnicas (Nayak, Roth, &
Mcgavern, 2014), tentando ainda promover a vascularizas<o, conferindo uma eficiente
osteointegras<o e restauras«o mais acelerada (Nayak et al., 2014).

Como tal, a engenharia de tecidos compreende tres campos, homeadasiente, 0
moldes ou matriz extracelular, as cZlulas presentes nessa matémiiente ~ volta

dessas (Szpalski et al., 2011).
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I.I  CZlulas estaminais embriontrias

As cZlulas estaminais embrionirias possuem caracter'sticas quedalas uma
das melhores cZlulas para a engenharia de tecido (Ping Wang, Xian hiy,Zhao,
Michael D. Weir, Jirun Sun, Wenchuan Chen, 2015; Seong et al., 2010), quando
combinados com esqueletos polimZricos tridimensionais e meios de cpiteaalos
(Seong et al., 2010). No entanto, tem de haver a interrupe<o de um per’odo gestacional,
levantando quest>es Zticas (Ohnishi et al., 2012).

As cZlulas estaminais derivam das cZlulas interiores do blastooist®&-6 dias e
possuem atividade de regeneras<o ilimitada (Kasner, Hunter, Ph, Kariko, & Ph, 2013),
tendo capacidade para se diferenciarem nas tres camadas germinatsasRBmbhia,

& Gishto, 2015), nomeadamente: a ectoderme, que compse o0 epitZlio neural, g%onglios
embrionzrios e epitZlio escamatigoresoderme, de onde fazem parte a cartilagem, 0sso,
musculo liso e o moesculo estriado e, a endoderme, que faz parte o epélital
(Thomson et al., 2012).

Como tal, as cZlulas do tecido —sseo v<o diferenciar-se a partir Wlas d#l
mesoderme do blastocisto (Seong et al., 2010). Para se dar esta difeveAdiasesstrio
haver manipulas<o do meio de cultura, sendo este composto por meio de culdiva mZ
com fosfato beta-glicerol, dexametasona e fcido asc—rbico (Barberi, Willis,&Socc
Studer, 2005; Seong et al., 2010).

Marolt et al. (2012), conseguiram produzir tecido —sseo com cZlulas embrionzrias,
postas numa matriz 3D osteocondutiva num bioreactor com perfus<o mZdiackste te
—sseo foi implantado em ratos imunodeficientes, 0 que resultou na produes«o de matriz
—ssea e na sua manutene<o, sem a formae<«o de teratomas, que seriamerenastos
quando estes tipos de cZlulas s<o implantados sem haver diferenciabasozu em
alguma matriz (Marolt et al., 2012).

Kuznetsov, et all (2011), tambZm demonstraram o0 mesmo que 0s autores anteriores.
f poss'vel produzir tecido —sseo a partir das cZlulas estaminais engs;i@uitas em
meio de cultura mZdio e transferidas, posteriormente, para uma matriz ostéeaondut
TambZm demonstraram a diferenea entre fazer o transplante com cZlukrscidifias e
n<o diferenciadas. O transplante com cZlulas diferenciadas promove a prodmatride
—ssea, enquanto que o transplante de cZlulas n<o diferenciadas vai promovera formae

de teratomas (Kuznetsov, Cherman, & Robey, 2011).
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Pelotestemunho de ambos @gores, podemos perceber que a produe<o de novos
tecidos —sseos n«o envolve s— uma frea, sendo preciso um meio ezjroadeaer<o
implantadas as cZlulas, para que estas possam diferenciar-se e skIpOIS
transplantadas (Kuznetsov et al., 2011; Marolt et al., 2012).

Il.!  CZlulas estaminais derivadas da medula ossea

As cZlulas derivadas da medula —ssea s<o uma fonte de aplicas«egarsesas<o
do tecido —sseo, muito usada (Kern et al., 2006; Wang et al., 2015). No esiizhéeo)
desvantagens como Z o caso da colheita ser feita atravZs de uma aspire Z o caso
da crista i'aca e dos canais medulares de ossos longos (Gamie@i4), sendo este
um procedimento muito invasivo para o dador (Ketral 2006). Ainda, o fator idade Z
uma desvantagem, sendo que o ncemero e o potencial de diferencias<o diminugm com
avaneo da idade (Kern et al., 2006; P. Wang et al., 20 8fuantidade limitada, estando
dispon’vel apenasmconcentras>es de 0.01-0.001% (Gamie et al., 2014).

Depois de feita a colheita, estas ser<o introduzidos num meio de(Kieall et al.,

2006) ou Percoll (G. Liu et al., 2008) e, atravZs da centrifugas<o do gradiente de
densidade, consegue-se isolar a fras<o das cZlulas mononucleares (Kerr2@d6)!
passando estas depois para um meio de cultura osteogZnico, sendo este pongmsto

de bovino fetal, dexametasona, beta-fosfoglicerol e acido asc—rbico (G. Liu et al., 2008).

Liu, et al (2008), demonstraram ser poss’vel com cZlulas estaminaisddéa me
—ssea e atravZs de uma matriz osteocondutiva, a produs<o de tecido tb&sde nma
cabra (G. Liu et al., 2008).

Shang et al., (2001), tambZm conseguiram demonstrar que Z poss’vel formar novo
0sso a partir deste tipo de cZlulas. Os investigadores utilizaram iomdmega
modificado, que contZm soro bovino fetal, L-glutamina, dexametasona, fosfato de beta
glicerol, acido asc—rbico e penicilina e uma matriz de alginato, onde inGTpas
cZlulas diferenciadas e, colocaram o implante na parte onde o cr%onidéiefta e-sseo,
havendo regeneras<o e repara<o dessa falha (Shang et al., 2001).

Zhu e os seus colaboradores, em 2006, realizaram um estudo em cabras, em que
usaram as mesmas cZlulas osteoinduzidas numa matriz de coral, aadeieitos no
fZmur destes animais. Estes investigadores utilizaram dois grupos, sendo degrupo
estudo constitu’do por 10 cabras, onde foram implantadas matrizes com ase;Zdula
grupo de controlo, que apresentava 0 mesmo nocemero de cabras, diferindo no implante da
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matriz, que n<o apresentava cZlulas. A colheita foi feita tambZm poasaspia medula

no il'aco e, o grupo de controlo n<«o teve qualquer tipo de crescimento de te@dp —ss
enquanto que o grupo experimental obteve produe«o de tecido —sseo (Zhu, Liu, Cui, &
Cao, 2006).

ll.!  CZlulas estaminais derivadas do tecido adiposo

As cZlulas derivadas do tecido adipdem propriedades de autorregeneras<o e
diferencias<o celular (Dai et al., 2016). Comparativamente a outras s&saminaiss
cZlulas do tecido adiposo est«o presentes em enorme quantidade, devido ~ poss'vel
lipossuce<o subcut%onea (Dai et all., 2016). Existem tres mZtodos conlidadieade
retirar tecido adiposo, para posterior isolas<o das cZlulas: 0 mZtodo deoediceta,
lipossuce<o e a tZcnica de Coleman (Dai et al., 2016; lyyanki et al., 2008) see a
mais eficaz Z a tZcnica de Coleman (lyyanki 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 Z o tecido adiposp bra
sendo este o mais utilizado para posterior isolamento e, onde se consEguems.
maior quantidade de cZlulas estaminais mesenquimais (Bhattacharya et al., 2016).

Um dos fatores que podem desencadear uma menor atividade proliférativa
idade, sendo que as cZlulas da populas<o mais nova tem maiores capacidades
osteogZnicas e angiogZnicas do que as da populas«o mais velha (Wu et al., 2013).

Andor e os seus colaboradores, em 2014, fizeram uma investigas<o em treze
pessoas com defeitos cr¥%onio-maxiloigdras casos no sinus frontal, cinco casos no 0Sso
craniano, tres casos na mandibula e dois casos no septo nasal. Usast/ksas,
inicialmente colhidas do tecido adiposo da parede abdominal dos pr—prios doentes, tendo
sido isoladas e cultivadas numeiopr—prio para haver diferencias<o e, serem transferidas
para uma matriz, para posteriormentesemplantadas na zona dos defeitos. Os autores
indicam que houve crescimento —sseo em todos os defeitos, no entanto houved casos,
grupo do 0sso cramno que tiveram complicas>es, sendo que os restantes 10 casws fora
tratados com sucesso, apesar de aindarg@recisos mais estudos neste campo (Andor
et al., 2014).

Thesleff e os seus colaboradores, em 2011, realizaram um estudo onde verificaram
ser poss'vel regenerar 0sso do cr¥%nio com o uso de cZlulas estaminais, adiposa

conjugados com uma matriz de fosfato beta-trictlcico. A amostra foi todtestpor 4
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pacientes, tendo os resultados, permitido aos autores afirmarem que esteeonzbi

um modelo promissor na reparaes<«o —ssea do cr%onio (Thesleff et al., 2011).

IV.! CZlulas estaminais derivadas do cord<o umbilical

As cZlulas derivadas do cord«o umbilicédo uma poss'vel fonte de cZlulas
estaminais, na rea da engenharia de tecidos. Ao contririo de outras cfltassso
de recolha n<o tem qualquer tipo de dor e tem boas propriedades de autorregeneras<o.
Dependendo dos autores e dos protocolos, estas cZlulas podem ser colhidos do
revestimento do cord<o, do tecido perivascular e da subst%o.ncia que cobreaa deise
artZrias umbilicais, chamado de gelatina\fearton(Ding, Chang, Shyu, & Lin, 2015).

Oscordses umbilicais s<o retirados do recZm-nascido e podem ter uso aut—logo ou
heter—logo. 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 res'duo mZdico
(Mennan et al., 2013).

Num estudo realizado por Mennan e colegas (2013), foram utilizadas as tres partes
do cord<o umbilical, para comparar qual destes seria uma melhor fonte para a
condrogZnese, adipogZnese e a osteogZnese. Os autores conclu’ram que gstes varia
consoante os pacientes e tambZm com a pr—pria regi<o do cord<o. A porsoida gelat
de Whartone da artZria foram as mais consistentes, enquanto que a cZlulassedta’da
veia umbilical e do revestimento do cord<o, mostraram ser muito pouco efinaze
osteogZnese (Mennan et al., 2013).

Contudo, existem estudos que demonstram a produe<o de tecido —sseo a partir deste
tipo de cZlulas. f o caso Wang et al., (2015), que compararam a regeneraaae-trsse
tipos de fontes celulares, nomeadamente, de cZlulas pluripotentes ind#idas, do
cord<o umbilical e cZlulas da medula —ssea. Como fonte das cZlulasaisntstiram a
gelatina dewhartondo cord«o umbilical de bebZs saudtveis, cultivaram em meio de
cultura DMEM com soro bovino fetal e penicilina/Estreptomicina, e depoiggeogm
" passagem para meio osteogZnico com dexametasona, beta-fosfato gliégool, ac
asc—rbico e calcitriel por fim, implantaram as cZlulas numa matriz de cimento de
fosfato de ctlcio macroporoso (Ping Wang, Xian Liu, Liang Zhao, Michael D. ifain,
Sun, Wenchuan Chen, 2015).

Outro estudo realizado por Zhao et al., (200yjtro, tambZm realizado com este
tipo de cZlulas, os mesmos meios de cultura e osteogZnicos, alteraraaapetriz,
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sendo esta composta por cipsulas de cimento de fosfato de ctlcio commguiizsa
investigadores encapsularam as cZlulas nesta matriz e estud@arana«eo de tecido
—sseo, tendo sido confirmada a diferencias<o —ssea e a s’'ntese minscantaore
ainda, que este tipo celular pode ser uma boa alternativa ao uso deesfiutasais da
medula —ssea, contudo s<0 precisos mais testes, principahmantgH. H. K. Xu et
al., 2010).

V.! CZlulas estaminais pluripotentes induzidas

Todas as cZlulas do nosso organismo, sejam somiticas ou germinativas S¢
provenientes do emiko, sendo cZlulas pluripotentes. CZlulas estaminais pluripotentes
induzidas s<o0 um tipo celular inovador, sendo consideradas uma fonte celular pramiss
na regeneras<o de tecidos e, ainda bastantes similares “s cAhiddsretrias (Takahashi
& Yamanaka, 2013).

As grandes vantagens das cZlulas pluripotentes induzidas s<o o fato de n<«o haver
problemas Zticos, como o que acontece com as cZlulas embriontribZm tanuest<o
imunol—qgica, visto serem do pr—prio dador (Lou, 2015; Teng, Liu, Krettek, &
Jagodzinski, 2014)As cZlulas s« provenientes dos fibroblastos adultos de cZlulas
embriontrias (Lou, 2015) e tambZm de cZlulas estaminais (Szpalski2&14l). No
entanto, estas s<o reprogramadas com fatores de transcrie<o para darem otugem a
estado celular de pluripotencia, onde poder<o dar origem a qualquer cZlula (Lou, 2015).

As cZlulas pluripotentes induzidas comeearam por ser descobertas por Xamana
Takahashi, em 2006, que notaram que um conjunto de quatro fatores (Oct4, Sox, Klf4 e
cMyc), quando introduzidos nos fibroblastos dos ratos, por adenov'rus, induzem a
reprogramas<o genZtica das cZlulas para um estado de pluripotencia, num meio com
condis>es favorfveis para o desenvolvimento de cZlulas estaminais embrionzrias.

Um estudo realizado por Hayashi e colegas, (2012), mostrou ser pass'vel
produs<o de tecido —sseo com o uso de cZlulas estaminais pluripotenteas)dumi
murganhos. Foram colocadas as cZlulas em meio cultura DMEM, contendo soro de
bovino, dexametasona, beta glicerol fosfato e fcido asc—rbico. Num grupo celuar usara
radias<o e no outro n«o, mostrando difereneas quanto ~ formas«etadmas, sendo que
0 grupo que foi submetido a radias<o n<o originou teratomas (Hayashi et al., 2012).

J%, Jin e colegas (2012), demonstraram ser poss'vel a produeo de @sso.
investigadores usaram fibroblastos da pektrayZs da introdus«o dos quatro fatores de
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transcrie<o (Oct4, Sox2, KIf4 e c-Myc), conseguiram produzir cZlulas pluripotentes
induzidas e, posteriormente, induziram a diferencias<o osteoblistica, satceZ
sust¥%oncias osteogZnicas, nomeadamente, a dexametasona, acido asc—tgbico e be
glicerolfosfato (Jin et al., 2013).

VI.! CZlulas estaminais derivadas do Peri—steo

Apesar de pouco usado, as cZlulas derivadas do peri—steo podem ser usadas para
regenerar tecido see (De Bari et al., 2006; Rosales-Rocabado et al., 2014), sendo
removidas do peri—steo cirurgicamente. O periZustetecido conjuntivo especializado,
presente na superf'cie do osso, que pode ser dividido em duas camadas,sarsdo a
externa, uma camada fibrosa que contem os fibroblastos e fibras de Sahrpey e, um
camada mais interior, camada celular que contem um grande noemeralage cZI
precursoras osteogZnicas (Rosales-Rocabado et al., 2014).

Virios estudos indicam que a grande vantagem destas cZlulas Zpmsigada de
proliferase<o, sendo maior que a deels comparativos (Agata et al., 2007; Rosales-
Rocabado et al., 2014)

Na investigas<o de Rosales-Rocabado e colegas (2014), foi realizado um estudo
comparativo entre as cZlulas do peri—steo, da medula e os pr—prios ost@blastos
investigadores colheram as cZlulas de murganhos e, no caso das cZlulas-degeri
isolaram cZlulas dos 0ssos da cabeea, que foram submetidas a umrt@@mzimzitico
para separarem as cZlulas do restante, ap—s centrifugas«o. Ap—s &<ty asplulas
foram colocadas em meio com temperatura e atmosfera controlados e, postgeiorm
colocadas em meio osteogZnico constitu’do por tcido asc—rbico, dexametatpna e be
glicerofosfato.As cZlulas do peri—steo demonstraram grande proliferas<o, no entanto
houve baixa mineraliza«<o, havendo formaes<o de muito pouco @sstvo, concluindo
que esta fonte celular n<o tem um bom potencial osteogZnico (Rosales-Rodadlado e
2014).

Outra investigas<o realizada por Agata e colegas (2007), mostraram a difdeenea
osteogenicidade entre as cZlulas do peri—steo em condie>es normais eddepois
tratamento com fator bifsico de crescimento dos fibroblastos (bFGF) e comaprote’
morfogZnica —ssea 2 (BMP-2) e, as cZlulas da medula —ssea submetid@ss mes
condis>es. O bFGF vai tornar as cZlulas mais predispostas ao BMP-2, andweata

osteogenicidade de ambas as cZlulas. O estudond&ou que em condis>es normais,
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as (lulas da medula s<o melhores, no entanto, se as cZlulas do peri—steo forem
submetidas ao prZ-tratamento com bFGF e depois ao tratamento com BkéB-2res

melhor osteogenenidade que as cZlulas da medula —ssea. Ambas sagoctiula
transplantadas para uma matriZ CP, havendo uma maior formas<o de tecido —sseo por

parte das cZlulas do peri—steo prZ-tratadas (Agata et al., 2007).

VII.! CZlulas progenitoras derivadas da trabZcula —ssea

A trabZcula —ssea, ao contrario do peri—steo, Z a parte interna do ossdaconstitu’
por uma estrutura esponjosa (Szpalski et al., 2012; Yoshii et al., 2010).

As cZlulas da trabZcula —ssea possuem duas vantagens, nomeadamerde um gran
potencial osteogZnico e o fato de conseguierar cZlulas osteoprogenitoras de forma
mais consistente e efetiva. No entanto, a sua grande desvantageno Ale satem
extra’das com o mesmo grau de invas<«o que as cZlulas da medula, attavidsadelh
de bi—psia, apresentando a mesma morbilidade para o dador que a colheitaada medul
—sse(Szpalski et al., 2012).

Num estudo efetuado, por Yoshii e os seus colaboradores, em 2010, Z feita a
comparas<o entreas propriedades osteogZnicas das cZlulas progenitoras derivadas da
trabZcula —ssea e as cZlulas estaminais da medula —ssemvedtgaeo, 0s
fragmentos da trabZcula, foram submetidos " digest<o pela tripsina com EDTA, e depois
postas em cultura de monocamada e, por fim, foi feita a colheita das.cXéuta8ulas
obtidas foram colocadas em meio osteogZnico composto por dexametasona,
betaglicerofosfato e fcido asc—rbico e, posteriormente, empregues numa taatriz be
TCP. Segundo 0 mesmo protocolo, em comparas<o com as cZlulas da nestasa,
cZlulas conseguiram formar mais tecido —sseo. Existe uma maior mieralipaior
potencial osteogZnico, pelas cZlulas da trabZcula,mavitto, comoin vivo. Os autores
concluem que esta fonte celular pode ser considerada uma alternativialdas dz

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

Um autro campo de grande relev%oncia na engenharia de tecidos —sseo Z a frea das
matizes ou esqueletos. Ao longo do tempo, virios investigadores tentaram criar
biomateriais que consigam ter as caracter’sticas perfeitas paexcahente regeneras<o
—ssea (Hosseinpour et al., 2017; Susmita Bose, Mangal Roy, 2012; Szpalski et.al., 2011)
No entanto, ainda n«<o foi poss’vel fazer uma matriz que contenha todascsrtsiieas
necessiriasAs caracter’'sticas compreendem (Hosseinpour et al., 2017; Susmita Bose,
Mangal Roy, 2012):

[.! Biocompatibilidade: com atividade celular normal, incluindo sistemas de
sinaliza+*<o sem ser t—xico para o hospedeiro, ou que as defesas dpss ata
implante;

Il Osteocondutivo: que permita as cZlulas aderirem, proliferarem e formar uma nova
matriz extracelular, na sua superf'cie;

.  Osteoindutivo: atravZs da sinaliza<o e recrutamento de cZlulas
osteoprogenitoras, que induza a formae<o do novo 0Sso;

IV.!  VasculogZnico: necessiria formas«o de vasos sangu’neos, para haver um bom
aporte de nutrientes e oxigZnio “s cZlulas;

V.!'  Propriedades mec%onicas: uma propriedade bastante dif'cil, visto que tem de
alienar ~ geometria da matriz, sendo que estas devem ser 0 méas poss'vel
ao 0sso hospedeiro;

VI.! Porosidade: o tamanho do poro Z muito importante, para haver a difus«o de
nutrientes e oxigZnio, no entanto, esta caracter’stica vai reduzir as gadpse
mec%onicas da matriz;

VII.! Biodegradfvel: um fator muito importante, pois a matriz deve ser absorvida a um
passo controladim vivo, e nos espa+os absorvidos criar 0 novo 0Sso.

Como tal, a busca pelas melhores matrizes levou ao desenvolvimento deediferent
biomateriais, sendo os mais usados (Susmita Bose, Mangal Roy, 2012; Szpallski et
2011):

I.I'  Fofatos de ctlcio

[I.!'  Hidroxiapatite

[ll.!  Fosfato octactlcio

IV.!'  Sulfato de ctlcio

V.!  Biovidro
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VI.!  Pol'meros sintZticos
VII.!  Pol'meros Naturais
VIIL.1  Metais

IX.! Dentina

I.! Fosfato de ctlcio(CaP)

O biomaterial de Fosfato de ctlcio Z usado ht muitos anos, como umgotenci
substituto —sseo, devido a sua parecenea qu'mica (Thrivikraman et al., 2016)tal,com
apresentam caracter’sticas, que fazem deste um bom biomaterial pasavoldeéaento
de matrizes —sseas (Ambard & Mueninghoff, 2006; H.-L. Yang & Sun, 2015).

Osbiomaterias de CaP, n«o sendo perfeitos tem as suas vantagens, nomeadamente
abiocompatibilidade, reabsore<o e osteocondutividade, dependendo do tipo que Z usado.
E as suas desvantagens s<0, a porosidade, as propriedades mec%onicts de a fal
osteoindutividade (Ambard & Mueninghoff, 2006; H.-L. Yang & Sun, 2015).

Ao longo do tempo foram sintetizados algumas matrizes de fosfato cfldimdexis
uma pan—plia de biomateriais com esta molZcula, tendo dstdssaracteisticas
diferentes (Larsson, 2010), sendo o mais frequentemente usados, as matrizesitie (Susm
Bose, Mangal Roy, 2012):

¥ Cimento de fosfato de c¥lcio (CPC);

¥ Fosfato §-trictlcico s—lido (§8-TCP);

¥ Hidroxiapatite (HA);

¥ Fosfato Citlcio biffsico (Composie<o varifvel de fosfato trictlcico e
hidroxiapatite).

As matrizes de cimento de fosfato de clcio (CPC), s<o como um p—, quedmistura
com tgua ou uma solu«o de fosfato, formam uma pasta. A pasta Z entaglanget
endureceén situ, com uma reas<o exotZrmica m’nima.

A reabsore«o 7 mediada por processos celulares, incluindo 0s processos
osteoclisticos e, ~ medida que o cimento Z absorvido, existe deposiemimformando
assimnovo 0sso.

As vantagens deste biomaterial s« tempo de solidificas<o ripido, a
moldabilidade, a biocompat’bilidade, a osteocondutibilideelastir uma relas<o entra

absoreo e formae«o do novo osso (Larsson, 2010) e, as desvantagens s<0 a fraca
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osteoindue<o e propriedades mec%onicas. As propriedades mec%onicas v<«o seadafiuenci
pela relas<o p—/liquido, influenciando tambZm a porosidade do cimento. Uma maior
densidade, irf deixar a matriz com melhores propriedades mec%onicas, nomas me
porosidade, afetando deste modo a formas«o do novo 0sso, jt que este Z formado no
interior dos poros das matrizes (Ambard & Mueninghoff, 2006). Por outro latm, u
menor densidade, deixa o0 cimento com menos forea, mas mais poroso. Deste modo, 0
cimento vai conseguir oferecer melhores condis>es de crescimento vascularagenet
celular (Ambard & Mueninghoff, 2006; Larsson, 2010).

Foi avaliada a formaso de osso com cZlulas da medula —ssea numalenatri
cimento de fosfato de ctlcio, numa investigas<o desenvolvida por Hu e cqiafad,
onde se realizaram reparas>es de defeitos —sseos nha mandibula de c<esndornmesra
grupos: cZlulas estaminais da medula —ssea com cimento fosfato ctlcio (gpepad)
cimentos fosfato ctlcio (grupo;2Brupo controlo (grupo 3). Conclu'ram que houve
crescimento —sseo com 0s grupos 1 e 2, havendo substancialmente maior produe<o de
tecido —sseo no grupo 1 (Hu et al., 2014).

As matrizes s—lidas de Fosfato §-trictlcico (§8-TCP) s«o0 usadas ot ambs
Como matrizes na regeneras«o —ssea, tendo sido a sua efictcia dememdatis com
animais, relativamente ~ regeneras«o —ssea mandibular, tibial e féS8rpalski et al.,

2011).

As apresentas>es destes biomateriais de §8-TCP s<«0 compreendidas enogjrf%onul
blocos e em fatias (Larsson, 2010). Como tal, tambZm podem vir com diferentes
caracter’'sticas a n'vel da porosidade, sendo poss’vel alterar os tamanbosododas
matrizes. Matrizes com maior porosidade, ter<o menos forea e s<0 maganagnte
absorvidas, sendo necesstrio encontrar um valor de porosidade que consiga dar um rcio
de absore«o/formae«o de osso de 1:1 e ainda dar ~ matriz capacidade pardeaase
foreas empregues no osso (von Doernberg et al., 2006). No entanto, este biomaterial tem
como vantagens a sua osteocondutividade, biocompat’bilidade, a alssmmrediada
por cZlulag apossibilidade de determinas<o do tamanho dos poros (Facilidade em alterar
a porosidade). Como desvantagens tem a sua osteoindutividade, fracas propriedades
mec%onicas (von Doernberg et al., 2@6&}pida biodegradas<o (J. Dong, Uemura,
Shirasaki, & Tateishi, 2002).

Num estudo realizado por Shirasu e colegas (2010), foi avaliada a formas<o de 0sso
com cZlulas da medula —ssea numa matriz de §-TCP. Os investigadeaes diz
comparas<o entre 4 grupos: grupo 1 (matriz §-TCP e cZlulas da medula —ssea); grupo 2
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(enxerto com apenas as cZlulas da medula —ssea); grupo 3 (utilizas«clapeatz §-

TCP) e, grupo 4 (grupo de controlo). No grupo 1 e 2, houve proliferas<o celular e
posterior formae<o de 0sso, havendo maior formae<o deste no grugonisjgrupos 3 e

4, n«o houve qualquer tipo de formas«o —ssea. Coselassim, que as cZlulas usadas
V<0 aumentar a osteoindutividade, diminuir a biodegradae<o e aumentar as propriedades

mec%onicas da matriz (Shirasu et al., 2010).

[I.! Hidroxiapatite (HA)

A hidroxiapatite (HA) est} presente na matriz extracelular do ossoparfzda
composie«o inorg%onica deste, sendo biocompat’'vel com o organismo. As matrizes de
Hidroxiapatite podem ter diferentes densidades, tamanhos, porosidades e foreas,
dependendo das propriedades que queremos dar (Szpalski et al., 2011).

O biomaterial de HA Z altamente osteocondutivo e com osteogenicidaideam’
precisando de uma cultura de cZlulas para aumentar a sua osteogenicidademte
absoreo lenta e Z frigil. Outro grande problema Z a sua incapacidade péea asa
cZlulas na matriz, devido " falta de nutrientes, tendo sido necessimataoleste
problema com o desenvolvimento de uma matriz de hidroxiapatite trimodal (Buckley &
OOKelly, 2010).

A matriz composta por HA Z constitu’da por dois tipos de poros, mesoporo,
micr—poro e por canais unidirecionais, havendo uma melhor difus<o de oxigZnio e melhor
distribuie<o dos nutrientes necesstrios “s cZlulas. Ao contririo, agsPdliferavam e
apenas formavam uma pequena camada de tecido —sseo. Com este modaingaxiste
a formas<o de uma camada mais densa e, apresenta fraca eficienciiuma de cZlulas,
devendo-se ~ possibilidade de saturae<o dos canais unidirecionais com assaspe
celular (Buckley & OOKelly, 2010).

O modelo matricial de HA veio ajudar a combater alguns pontos negativos. No
entanto, as matrizes de Hidroxiapatite n<o s<o0 usadas puras e eggtetos de que estas
s<0 combinados com outros pol’'meros, a fim de deixar a matriz com maiordzajeac
para promover a ades«o, proliferas«o e diferencias<o celular (Szpalski et al., 2011).

[ll.! Fosfato ctlcio biffsico (BCP)

Os biomateriais de fosfato ctlcio biffsico (BCP) s<o constitu’dos por hidroxepati
e 8TCP (Szpalski et al., 2011). Dependendo das percentagens deiaadsebal, a
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reabsore«o da matriz BCP e a libertas<o de i>es para a vizinhanea dassZ—sseas ser«o
diferentes e assim, as propriedades biol—gicas ficam alteradas (Boul&aRileer, &
Verron, 2016). O biomaterial de BCP Z muito osteocondutivo, no entanto mostra-se muito
pouco osteoindutivo, como 0s outros materiais de fosfato de ctlcio (Bouler et al., 2016;
Szpalski et al., 2011).

Existem estudos que comprovam a formae<o de 0sso por parte deste material, e
autor Bouler et al (2016), afirma que esta estratZgia juntamente com o Wolae &
molZculas cuja finalidade Z aumentar a osteogenicidade, podem p™r necéssidade
de transplantes aut—logos de o0sso.

O biomaterial de BCP, embora seja considerado um excelente matepatssos
mais estudos de maneira a identificar o melhor ricio poss’vel, entrentidages de HA
e §-TCP (Bouler et al., 2016).

IV.! Fosfato Octactlcio(OCP)

As matrizes compostas por fosfato de octacflcio comeearam a ser irdaxinai
regeneras«o —ssea, devido "~ sua similaridade com a hidroxiapatite (HAY@de fer
um percursor dos cristais de apatite (Fuji et al., 2009; Szpalski et al., @ddibnaterial
de OCP, Z composto por diferentes ricios de i>es fosfato e ctlcio, podendo apresent
diferentes caracter’sticas (Shiraishi et al., 2010; Suzuki & Anada, 2013).

O OCP Z capaz de aumentar tanto a diferencias<o osgtiohlin vitro como a
pr—pria regeneras<o —ssea (Honda et al., 2009). Ainda, matrizes de OCP s« mais
reabsorv’veis e possuem um potencial de regeneras<o maior que os implainieisima
de HA e §8-TCP (Kamakura et al., 2007; Szpalski et al., 2011).

As matrizes compostas de OCP, apresentam-se muitas vezesi¥oaEo com
outros materiais, nomeadamente pol'meros, como o caso do colagZnio ou alginato (Fuiji
et al., 2009; Honda et al., 2009; Kamakura et al., 2007; Kamakura et al., 200&hShirai
et al., 2010).

V.! Sulfato de ctlcio(CS)

O sulfato de ctlcio Z o material mais antigo e o primeiro a ser naadgeneras<o
—ssea, sendo conhecido por gesso (Szpalski et al., 2011; Wee & Thevendran, 2017).

Existem em tres formas diferentes, gr¥%onulos, cimento injetfvel e em délseaem
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nomeadamente para tratar pequenas fraturas —sseas, osteomielites BOgISEES
(Szpalski et al., 2011; Wee & Thevendran, 2017).

O sulfato de cflcio era usado em defeitos —sseos de pacientes calosebaic
entanto notaram que este material podia ser absorvido e substitu’do por oss@uirnda
mecanismo que encontraram no sulfato de ctlcio Z a desmineralizas@idip-tesseo
adjacente, estimulando assim a formae«o de novo osso (Wee & Thevendran, 2017).
Contudo, esta interas<o com 0 0sso adjacente advZm da libertas<o de compastos
acidificam o meio, causando uma inflamaes<o (J. Zhou et al., 2Qi)grande problema
das matrizes com este material Z o facto de este ser rapidansotevel, levando a
gue a quantidade absorvida seja superior ~
Thevendran, 2017; J. Zhou et al., 2016).

As propriedades mec%onicas s<o muito fracas, sendo este usado em sicmitd%one

gquantidade de osso formado (Wee &

outros biomateriais, nomeadamente a hidroxiapatite, a fim de aumentar asifoceaga

e, ainda a hidroxiapatite vem conferir maior biocompatibilidade (J. Zhou 2046).
Contudo, existe uma forma deste material, nano part’culas de sulfato de ajjia
biocompatibilidade Z melhorada, com melhores propriedades mec%onicas, melhor
osteocondutividade, proliferas<o e diferencias<o osteoblastica, comparativanaente
sulfato de ctlcio acima descrito, devendo ser esta uma boa aposta, aguasdaleo
matrizes de sulfato de cflcio (Y. B. Park et al., 2011).

VI.I  Metais

Os metais s<onuito usados em implantes onde seja necessirio o emprego de foreas
de cargas considerfveis, sendo a maior vantagem destes matZrias as gesprieda
mec%onicas (Arifvianto & Zhou, 2014; Hammouche, Hammouche, & McNicholas, 2012).
Os implantes demetal sofreram algumas mudaneas, conseguindo melhorar as
caracter’sticas destes e s<0 muito usados como parafusos, ou plattasidena pr—pria
cicatrizas<o de fraturas direta (Sathyendra & Darowish, 2013). Contudo, os materiais
usados s<«0 0 a*0 inoxidfvel, cobalto-cr—mio, tit%onio e o tanttlio. O aso inozidtve
cobalto-cr—mio tem um custo menor e um desgaste menor, comparativameuntsogaos
dois (Hammouche et al., 2012).

Modificae>es tem sido feitas nestes materiais, para diminuir os pontgatives
destes implantes, aumentando a sua biocompatibilidade e a sua porosiddde as.i
atenses comeeam a ser dadas a outros materiais, como o caso dm,tamttbio,
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zirc—nio e magnZsio, devido "s suas propriedades mec%onicas asfilantipragada,
Lecka-Czernik, Ebraheim, & Jayasuriya, 2013). Sabe-se que ao aumentar a porosidade,
as propriedades mec%onicas reduzem, por iSso espera-se alcanear um valagguiRcons

as melhores propriedades mec%onicas e biol—gicas aos metais (DabrieazknvEki,
Godlinski, & Kurzydlowski, 2010).

VII.1  Pol'meros

Existem dois tipos de pol’'meros, os naturais e os sintZticos (Pinar@l&dreis,

2015; Susmita Bose, Mangal Roy, 2012). Os poI’'meros naturais englobam o colagZnio,
alginato, seda, fcido hialur—nico e o quitosano. Nos pol’'meros sintZticos ewmsoatra
acido polilftico (PLA), acido poliglic—lico (PGA), policaprolactona (PCL) (Sasmi
Bose, Mangal Roy, 2012) e poliuretanos (Puppi, Chiellini, Piras, & Chiellini, 2010).

Os pol'meros naturais tem maiores vantagens relativamente aos pol'meros
sintZticos, nomeadamente, na biocompatibilidade (Rao, Harini, Shadamarshan,
Balagangadharan, & Selvamurugan, 2017; Swetha et al., 2010).

Os pol’'meros constituem um bom modelo de ligas<o e crescimento cejgadem
ainda estimular respostas imunitfrias, sendo que a taxa de degradasbestteriais
depende de enzimas do nosso organismo. Por norma, os pol’'meros sintZticos $sm fraca
propriedades mec%onicas e s<0 porosos, sendo necessirio associar gates oateos,
de forma a ter uma matriz com as melhores propriedades mec%onicagic@#(Sabir,

Xu, & Li, 2009).

Matrizes polimZricass<o usadas em simult%oneo com outros materiais,
nomeadamente part'’culas de HA ou de fosfato de cflcio, a fim de proporcionar as
melhores caracter’'sticas mec%onicas e biol—gicas poss'veis (Arela, F8entile,
Chiono, & Ciardelli, 2012; Pina et al., 2015; Sabir et al., 2009).

Num estudo feito por Kane e colegas (2015), produziram uma matriz de
hidroxiapatite-colagZnio. A matriz foi preparada por compress<o, 0 que a iaisu
porosa e com melhes propriedades mec%onicas, condie>es dif'’ceis de se reunir,
mostrandose permeztvel, osteocondutiva, osteogZnica e angiogZnicaivo. Por
conseguinte, houve formae<o de tecido —sseo com esta matriz e cZlutakdmiposo,
em murganhos (Kane et al., 2015).

Noutro estudo efetuado pafilla e investigadores (2015), utilizarasatambZm

uma matriz de hidroxiapatite-colagZnio em murganhos. Conseguiram tambZm produzir
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tecido —sseo e a matriz, mostaygualidades mec%onicas e biol—gieady esta uma
boa escolha para futuros tratamentos a n'vel da regeneras<o —ssea (VigjaHW&ng,
Rowe, & Wel, 2015).

Os pol'meros sintZticos s« biodegradiveis e bioabsorv'veis e, jt s« usados
pratica clinica, nomeadamente suturas. Os pol'meros sintZticos s<oafhtsricom
propriedades f'sicas, qu’'micas e mec%onicas especificas, devido ~ igadsibde
utilizas<o de viriosco-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 pol’meros sintZticos podem dar problemas a
n'vel da biocompatibilidade, como Z o caso dos poliZsteres e poliuretanpsdgue
originar efeitos adversos, pondo em causa a regeneras«o —ssea. Os pol’rd¢ious sint
d<o origem a produtos que podem acidificar o meio, havendo uma posterior inflamas<o
e danificae<o do tecido e, ainda hi dificuldade na ades<o celular (Puppi2QX0; Sabir
et al., 2009).

Ht vantagens na utilizas<o destes pol'meros juntamente com outrosiaisate
nomeadamente, o fosfato de ctlcio, uma vez que a presenea de uma pasieatnalma,
irf neutralizar a acidez dos produtos de degradas<o e, tambZm, Z poss ahcalsn
falhas a n'vel de porosidade e propriedades mec%onicas existentes (Kr#i@os &
2007).

Um estudo efetuado por Zhang e colegas (2016), envolveu a comparas<o de tres
grupos de estudo, com matrizes diferentes: Grupo 1 (Matriz de PLA/HA); Grupo 2
(Matriz de §8-TCP) e Grupo 3 (Matriz de osso desmineralizado (DBM)). Conclguam
a matriz de PLA/HA tinha melhor biocompatibilidade e bioatividadétro. In vivo, a
mesma matriz mostrou ser mais osteoindutiva, levando a um aumento de dodmas«
0SS0, comparativamente “s outras matrizes usadas. Contudo, esta matoz miost
pequena resposta inflamat—ria, devido = HA n<o ter conseguido neutralizar todos os
produtos de degradae<«o de PLA, precisando de mais estudos para evitar a(2kant
et al., 2016).

66



Desenvolvimento

VIIl.! Biovidro activo

O biovidro Z um material sintZtico existente ht muito tempo, tendo siclibée®
por Hench, em 1969 (Jones, 2015; Rezwan et al., 2006). Este biomaterial tem na sua
constituie<o c¥lcio (Ca), fosforo (P), s’lica (Si) e s—dio (NA) (Xynos et al., 2000).
Inicialmente, sabia-se que este material era bioativo, osteocondutixaet@niano
(AurZgan & BZguZ, 2015). Mais tarde, veio a descobrir-se que este ajudava na
vascularizas<o, na ades«o, crescimento e diferencias<o dos osteoblastosgiRer al.,
2006).
Uma caracter’stica do biovidativo Za produs<o de produtos que advZm da sua
dissolus<o e que controlam a osteogZnese e a produs<o de fatores de crascihsdita
tem um papel importante na mineralizas<o, havendo estudos que ponham a pasi&bili
de substituir o ctlcio por s’lica nas matrizes de HA sintZticas (AurZgan & BZguZ, 2015).
O biovidro n<o Z um bom material par alojar cZlulas, sendo necessitrio juntar out
componente biodegradivel, de maneira a que as cZlulas adiram ~ matriangleval.,
2014).

IX.! Dentina

A dentina Z um tecido conjuntivo mineralizado constitu’do por colagZnio tipo | e
hidroxiapatite, tal como o 0sso. O que diferencia estes dois tecidos Zdgntna se
apresenta mais mineralizada, tendo na sua constituie<o 70-75% de hidroxjapatite
enquanto que o 0SS0 apenas apresenta 65%. Ainda, na sua composie<o apresentam fatores
de crescimento, capazes de desencadear respostas biol—gicaa ademo, a
proliferas<o eadiferencias<o celular (Kim, Keun, Kim, Um, & Murat, 2013).

A constitui<o da dentina tambZm apresenta prote’nas n<o colagZnicas,
nomeadamente a osteocalcina, a osteopontina, a sialoprote’na da dentifarirea fos
dentintria (DPP), e prote’nas morfogZnicas (BMP) (Ravindran & George, 2015). As
fosforinas dentintrias (DPP), tambZm pode ser designada de prote’na da matfidalent
2 (DMP-2) e tem como principal fune<o intervir no processo da mineraliza«<o, devido ~
sua capacidade de se ligar ao colagZnio tipo | e promover a nucleas<oimerts dos
cristais de hidroxiapatite, sendo esta benZfica aquando do uso de dentina parastege
—ssea (Lobato, 2016; Ravindran & George, 2015). Jf a sialoprote’na dentinfria, o papel
na dentina Z desconhecido, no entanto pode ter um papel importante na promoeo da
nucleas«o e ades<o de cZlulas ~ matriz extracelular, promovendo a osteeg@oeendo
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esta prote’na ser importante na formae<o do novo osso (Fujisawa & Tamura, 2012,
Lobato, 2016).

A dentina, tendo uma constituie<o e estrutura semelhante ~ do 0sso, levowa que
investigadores estudassem o0 seu potencial de utilizas<o como um bi@hateri
regeneraso —ssea, sendo o seu principal foco na reabilitae<o oral com pead@inss
etal., 2013). A matriz de dentina Z um excelente biomaterial para regeressea, pois
tem na sua composi«o fatores de crescimentos, prote’nas n<o colagZmniiasrais,
conferindo um carfter biocompat'vel, osteoindutivo, osteogZnico e osteocondutivo
(Andersson, 2010; Qin et al., 2014; Saeed, Gataa, & Garib, 2015).

Num estudo realizado por Andersson, em 2010, houve a colocas<o de excertos de
blocos de dentina na t’bia de coelhos, sendo feita a recolha de dadoseesif1seses.

Aos tres meses, vigeque 86% da dentina estava fundida no 0sso e que houve formas<o
de osso em 51% do excerto. Aos seis meses, 98% do osso estava fundido com o 0sso da
t'bia e 77% do excerto constitu’a novo 0sso (Andersson, 2010).

J% no estudo de Saeed, Gataa e Garib, em 2015, realizado em coelhos Umieit
comparae<o entre um grupo experimental, onde houve a colocas«o de enxertados com
particulado de dentina em buracos de 5 mm de di%emetro no fZmur e coelhatarms os
no fZmur sem qualquer substituo —sseo (grupo controlo). Os dados foram résolhidos
duas, quatro e seis semanas. O grupo controlo mostrou formae<o de osso trabecular fino,
com atividade osteoblfstica e o particulado de dentina ainda vis'sels"semanas. Por
outro lado, no grupo experimental, s seis semanas, a dentina tinha sido coemietam
substitu’da por novo osso (Saeed et al., 2015).

Mais recentemente, em 2016, num estudo efetuado no Instituto Superior de
Ciencias da Sacede Egas Moniz, por Lobato, houve um uso de particulado aut—geno de
dentina mineralizado, como biomaterial em dez casos de regeneraso pasgea,
posterior colocas<o de implantes. Os pacientes tinham perda —ssea, sesdbrioe
aumentar o tecido —sseo alveolar, de maneira a que os implantes tivesséoa
ancoragem. O uso da dentina, enquanto substituto —sseo demonstrou ser um excelente
biomaterial para formae«o de novo o0sso, com boas propriedades osteocondutoras,
osteoindutoras e boa integras<o tecidular (Lobato, 2016).
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CONCLUSIO

O 0ss0 Z um —rg«o din%omico com mecanismos bem orquestrados e que esto em
sincronia para uma remodelas<o ditria do seu tecido —sseo, com microesmaaras
bem organizadas, a fim de proporcionar as melhores caracter’sticas n®cf@maca
suporte e protes<o do NOSSO corpo.

Da matriz org%onica, o colagZnio tipo | Z o que se apresenta em maiordgpiantida
a primeira linha estrutural e de suporte a um bom desenvolvimento —sseo (Garnero, 2015;
Viguet-Carrin et al., 2006). Algum problema relacionado com a produs«o das fibras,
poderf trazer consequencias ao n'vel do metabolismo, estrutura e suporte do 0sso.
Adicionalmente, as prote’nas n<o colagZnicas s<o de grande import%oncia,dsaanedi
que direcionam a mineralizas<o e permitem a ligas<o entre as fibrasoti®Znio e os
cristais de hidroxiapatite (Fujisawa & Tamura, 2012).

Da matriz inorg%onica fazem parte os i>es de ctlcio e fosfato, sersldegsies
orientados na matriz org%onica a formar um cristal, que segue a orientéiollas de
colagZnio, mineralizando-as e conferindo o caracter de rigidez do tecido —sseo.

A regenera«o acontece ao n'vel de microfraturas e de macrofraturas, com
cicatrizas<o atravZs de processos bem definidos. Todavia, esta regenerasdalpade
ou apresentar problemas, sendo necesstrio a aplicaso de diferentes astratigi
atravZs de enxertos —sseos ou enxertos de matriz osteomimZticas cogutiursede
cZlulas mesenquimas estaminais. O complexo formado pelas matrizétulas
espec'ficas v« conferir propriedades osteogZnicas, osteoindutivas, osteocondutiva,
mec%onicas e vasculogZnicas. Existem fatores que contribuem negatiyareerste
constituie<o —ssea, refletinde- aon’vel da regeneraso, devendo ser de extrema
import%oncia, um controlo rigoroso das doeneas cr—nicas, nomeadamente a Diabetes
Mellitus e a hipertens«<o arterial, a fim de proporcionar as melhores condivesa boa
regeneraso —ssea (Bastos et al., 2013; Sathyendra & Darowish, 2013).

A trea da regeneraso —ssea guiada Z uma frea com algumas dificuldades, n<
existindo uma matriz com as caracter’sticas ideais para ser emgragoemanos. A
dificuldade manifesta-se muitas vezes na porosidade da matriz, sendofneceshar
uma boa ra«o entre esta carater’stica e as propriedades mec%onicas. De éactatum
muito porosa Z mais fraca mecanicamente e uma matriz pouco porosa CeRsegmis

forte, todavia menos osteogZnica. Por outro lado, a dentina Z um bom biomatdgal, te

69



Regenerae«0 —ssea

sido verificado 0 seu uso com sucesso na regeneras<o —ssea alveolar (Lobatae2d16; S
et al., 2015)

Em suma, s<0 precisos mais estudos, em seres humanos no caso de fraturas e
0ssos longos dos membros inferiores e superiores, a fim de encontrar uma matriz

biomimZtica que consiga dar propriedades mec%onicas adequadas ~ regeneras«o —ssea.
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