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RESUMO

A evolugao na periodontologia tem sido uma constante ao longo dos ultimos anos.
Esta evolu¢do somente ¢ possivel com a compreensdo dos processos bioldgicos e
patoldgicos, com o desenvolvimento de novas modalidades terapéuticas que promovem
melhorias significativas na reabilitagdo oral.

Na area de periodontologia a histéria ¢ marcada pela reconstru¢ao anatémica e
funcional dos tecidos periodontais. Ao longos dos anos surgiram vdrias técnicas de
regeneragdo dos tecidos periodontais, como a regeneracdo Ossea guiada, proteinas
derivadas da matriz de esmalte, plasma rico em plaquetas e enxertos 6sseos.

A importancia dos fatores de crescimento no processo de regeneragdo dos tecidos
periodontais tem ganho especial relevancia pela compreensdo do seu mecanismo de
acdo na castaca de eventos que leva a regenracdo dos tecidos e acelera o processo de
cicatrizagdo. Por outro lado, atualmente j& existem avancos em novas tecnologias para a
regeneragdo dos tecidos periodontais como a aplicag¢do de células estaminais.

Apesar de todos os avangos nesta area existe ainda muito a explorar, por um lado
importa compreender melhor até que ponto as células estaminais podem ser aplicadas na
terapia de lesdes periodontais, por outro lado € preciso ainda recuar e compreender

aprofundadamente os mecanismos de acao das terapias ja existentes.

Palavras chave: periodontologia; regeneracdo tecidos; fatores de crescimento;

células estaminais






ABSTRACT

The evolution in periodontology has been a constant throughout the last years.
This evolution is only possible with the understanding of biological and pathological
processes, with the development of new therapeutic modalities that promote significant
improvements in oral rehabilitation.

In the area of periodontics the history is marked by the anatomical and functional
reconstruction of the periodontal tissues. Throughout the years, several techniques of
regeneration of periodontal tissues have emerged, such as guided bone regeneration,
enamel matrix derived proteins, platelet rich plasma and bone grafts.

The importance of growth factors in the regeneration process of periodontal
tissues has gained special relevance by understanding its mechanism of action in the
castaca of events that leads to regenration of tissues and accelerates the healing process.
On the other hand, there are now advances in new technologies for the regeneration of
periodontal tissues such as the application of stem cells.

In spite of all the advances in this area there is still a lot to be explored - on the
one hand it is important to understand better to what extent the stem cells can be applied
in the therapy of periodontal lesions, on the other hand it is still necessary to go back

and understand in depth the mechanisms of action of the therapies already existing.

Keywords: periodontics; regeneration fabrics; growth factos; Stem Cells
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Técnicas de regeneragdo de tecidos periodontais

INTRODUCAO

A engenharia dos tecidos dentarios tem sofrido uma evolugdo consideravel gracas
a evolucdo de areas como a biologia celular e molecular, fundamentais para o
desenvolvimento de técnicas regenerativas. As técnicas regenerativas apresentam
diferentes potencialidades de acordo com o tipo de tecido e a sua aplicagdo em tecidos
como musculos e estruturas nervosas ¢ mais reduzida quando comparada com tecidos
conjuntivos (Kaigler, Cirelli & Giannobile, 2008).

O tecido oOsseo revela uma capacidade regenerativa intermédia relativa
essencialmente pela sua estrutura funcional, isto €, tanto as células que constituem o
tecido como as células regenerativas t€ém origem mesenquimatosa, pelo que perpétua a
dindmica remodeladora, marcada pela justaposi¢do constante de osteoblastos ¢ a
reabsor¢cdo por osteoclastos (Thesleff & Tummers, 2003). A matriz 6ssea possui
capacidade regenerativa intrinseca por se tratar de uma matriz rica em fatores de
crescimento, que permitem a diferenciagdo de células estaminais em osteoblastos
(Thesleff & Tummers, 2003).

A American Academy of Periodontology (AAP, 2005) afirma que a regeneragao
dos defeitos Osseos e periodontais € a area de elei¢do da periodontologia e da cirurgia
oral. Por sua vez, a regeneracdo ¢ definida como a reconstituicao de um tecido lesado ou
perdido, ao contrario da reparagdo onde a cicatrizagdo ndo consegue restaurar
integralmente a arquitectura anatomofisioldgica do tecido sujeito a agressdo (AAP,
2005; Bashutski & Wang, 2009; Kaigler, Cirelli & Giannobile, 2008).

Na histologia, a regeneracdo periodontal surge como a reorganizacdo dos tecidos
de suporte dentdrio, incluindo osso alveolar, ligamento periodontal e cemento da
superficie radicular exposta a patologia (AAP, 2005). Bashutski e Wang (2009) definem
como a unido do tecido conjuntivo ou epitelial com a superficie radicular apdés uma
perda da inser¢do, onde os tecidos retomam ao seu estado original.

Em condigdes fisiologicas normais as células com capacidade regenerativa
migram rapidamente para a por¢dao mais apical da superficie radicular instrumentada,
determinando o tipo de adesdo, ou seja, a reparacao. De forma a que este fendbmeno nao
ocorra sdao utilizados diversos materiais como membranas de barreira, enxertos ¢

implantes que funcionam como possiveis terapéuticas regenerativas que promovem a



Introducao

proliferacdao de células com capacidade regenerativa e excluem as células indesejadas,
como as cé¢lulas epiteliais (Bashutski & Wang, 2009).

Diversos estudos tém demonstrado a eficacia da regeneracdo dos tecidos
periodontais através da aplicacdo de técnicas convencionais de regeneragao, como a
regeneragdo Ossea guiada, as proteinas derivadas da matriz de esmalte, o plasma rico em
plaquetas e os enxertos dsseos, ou a combinagdo destas técnicas (Simsek et al., 2012).

Mesmo com os bons resultados verificados, estes por vezes sdo varidveis e
imprevisiveis, pelo que continua a apostar-se na investigacdo de novas técnicas para a
regeneragdo tecidular. Algumas das novas terapias propostas sdo baseadas na utilizacdo
de células estaminais, isto €, células indiferenciadas com capacidade de autorenovagao e
gerar diversas linhas celulares, dependendo do estimulo que recebem (Simsek et al.,
2012).

Com o presente trabalho pretende-se avaliar os fatores de crescimento associados
a regeneracdo Ossea periodontal, abordando as técnicas atualmente utilizadas para a
regeneracdo periodontal. Para tal foi efetuada uma revisdo bibliografia estruturada em
cinco grandes capitulos. Inicialmente ira ser abordada a composicao e fung¢ao do tecido
0sseo, seguida do processo de osteogénese. Posteriormente, serdo desenvolvidas as
técnicas de plaquetas e fatores de crescimento, bem como as técnicas de regeneracao

ossea e, por fim, a aplicagao dos fatores de crescimento em periodontologia.



Técnicas de regeneragdo de tecidos periodontais

DESENVOLVIMENTO

1. COMPOSICAO E FUNCAO DO TECIDO OSSEO

O tecido 6sseo ¢ um tecido conjuntivo especializado que € constituido por células
de uma matriz extracelular com a carateristica Unica de mineralizar. A dureza deste
tecido advém da mineralizagdo da matriz, pelo que ¢ capaz de desempenhar fungdes
importantes de sustentagdo e protecdo. Ja a matriz colagénica confere ao tecido alguma
maleabilidade, fornecendo alguma possibilidade de extensdo e flexdo (Judas et al.,
2012).

A matriz 6ssea ¢ o maior reservatorio de i0es minerais, essencialmente calcio e
fosforo, agindo de forma activa na manutencdo da homeostase dos niveis sanguineos de
calcio, bem como em todos os fluidos tecidulares (Judas et al., 2012).

Em condigdes fisioldgicas normais apresenta um equilibrio estavel na fungdo de
suporte estrutural e de reserva metabdlica, mas quando esse equilibrio ¢ alterado a
fungdo estrutural ¢ passada para segundo plano para favorecer a fun¢do metabodlica
(Judas et al., 2012).

O tecido 6sseo € uma estrutura altamente dinamica, este cresce, remodela-se e
mantém-se activo ao longo de todo o desenvolvimento. O tecido dsseo reorganiza-se
pela acdo de diferentes células, com formas e fungdes diferentes que, globalmente,
constituem a série osteoblastica e osteoclastica, responsaveis pela formacao, reabsor¢ao,
reparagao e manutencao da microarquitectura ossea (Judas et al., 2012).

De forma a manter a massa Ossea constante das varias células, tais como os
osteoblastos e osteoclastos, que se encontrem associados no tempo e no espaco, sob o
ponto de vista funcional, € necessario que exista uma elevada coordenacao e integracao
dos eventos celulares (Judas et al., 2012).

A nivel celular, o tecido 6sseo € apenas constituido por duas linhagens celulares,
sendo que as células apresentam diferentes formas e designagdes, de acordo com a sua
morfologia, atividade e localizagdo na matriz calcificada. As duas linhas celulares sdo a
osteoblastica e osteoclastica (Judas et al., 2012). Enquanto a primeira ¢ responsavel pelo
processo de formagao da matriz dssea, a linha osteoclastica encontra-se relacionada com

a sua reabsorgao.
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Na diferenciagdo, as cé¢lulas mesenquimatosas transformam-se em osteoblastos
maduros, conhecendo-se alguns dos genes e fatores de transcricdo e regulacdo genética
envolvidos em todo o processo. Um dos genes que ¢ sempre ativo na diferenciagdo das
células da linha osteoblastica ¢ o gene Cbfal (core-bendigo fator family 1) que codifica
o fator de transcri¢do pelo qual ocorre a expressdo de proteinas especificas da matriz
Ossea (Judas et al., 2012).

O processo de formagdo de osteoblastos também ¢ influenciado por diversos
fatores de crescimento que actuam pela ac¢do reguladora do Cbfa 1. As proteinas
morfogenéticas do osso apresentam a capacidade de iniciar a cascata de eventos, que ird
formar a matriz 6ssea, pelo que s3o indutoras dos processos de osteogénese pela
estimulacdo de células mesenquimatosas em células osteoblasticas. Mais ainda, estes
fatores sao aproveitados para a promog¢ao da formagdo Ossea, atribuindo capacidades
osteoindutivas a diversos materiais de substituicao ossea (Judas et al., 2012).

Nas areas muito vascularizadas a diferenciacdo das células mesenquimatosas com
potencial osteogénico conduz ao surgimento de osteoblastos e de matriz 6ssea. Ja4 em
areas pouco vascularizadas estas células ddo origem a condroblastos ou até fibroblastos,
por se tratarem de areas com baixos niveis de oxigénio (Judas et al., 2012).

A linhagem osteoblastica tem quatro subpopulacdes, os pré-osteoblastos,
osteoblastos maduros, células de revestimento Osseo e ostedcitos, representando
estadios funcionais diferentes da mesma célula.

Apesar das células mesenquimatosas apresentarem um elevado indice mitotico a
sua expressao de proteinas ¢ reduzida. Os pré-osteoblastos sdo tidos como as células
precursoras mas comprometidas na linha osteoblastica, tratando-se de uma fase
intermédia da diferencia¢do. Regra geral, estas células encontram-se nas superficies de
formacao dssea e tem uma baixa capacidade proliferativa, porém progressivamente vao

adquirindo carateristicas que marcam um fenotipo osteoblastico (Judas et al., 2012).
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Molares

Pré-molares

Incisivos

Legenda: B — Parede ossea das faces vestibulares; L — Parede ossea das faces linguais

Figura 1 — Representagdo de cortes verticais das varias regides osseas e sua espessura. (Fonte: Lindhe,
Karring & Araujo, 2008).
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1.1. Osteoblastos

Estas sdo células diferenciadas que sdao responsaveis pela produ¢dao de matriz
O0ssea, com secre¢do de colagénio e substincia fundamental, localizando-se na
extremidade do osso em formacao. Os osteoblastos encontram-se também envolvidos na
calcificacdo da matriz pela secrecdo de pequenas vesiculas ricas em fosfatase alcalina
para o interior da matriz durante a sua produgdo. A fosfatase alcalina degrada o
pirofosfato, pelo que funciona como estabilizadora, ¢ simultaneamente aumenta o
fosfato no local para posterior cristalizacdo. Tanto durante o crescimento como na
reparacao do osso adulto, os osteoblastos secretam vesiculas ricas em calcio para o 0sso
em calcificacdo (Jonhson, 2000).

Os osteoblastos apenas atingem a maturidade quando atingem a superficie dssea,
tratando-se, nesta fase, de células cubicas, muito polarizadas e dispostas em palicada.
Apesar de nao apresentarem capacidade de divisdo, os osteoblastos maduros sdo
metabolicamente muito activos, sendo responsaveis pela sintese de multiplos fatores de
crescimento que ficam incorporados na matriz dssea, por exemplo (Judas et al., 2012).

Os osteoblastos apresentam prolongamentos que se projetam para a matriz 6ssea e
comunicam com o0s prolongamentos dos osteocitos, estabelecendo desta forma um
relacionamento entre os osteoblastos ativos na superficie 6ssea e os ostedcitos no meio
da matriz calcificada (Judas et al., 2012).

Ap6s o seu periodo de secrecdo ativa, os osteoclastos tomam uma forma achatada
e transformam-se em células de revestimento Osseo ou ostedcitos, podendo mesmo
desaparecer da area de formacao 0ssea por apoptose (Judas et al., 2012).

Quando o osteoblasto se envolve completamente na matriz Ossea calcificada
ficando preso em cavidades, as lacunas ou osteoplastos, diferenciando-se em ostedcitos

(Judas et al., 2012).
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Legenda: OB — Osteoblastos; CAN — Canaliculos; OC - Osteocitos

Figura 2 — Representagdo de osteocitos, presentes no osso mineralizado em comunicagdo com os
osteoblastos na superficie ossea através dos canaliculos. (Fonte: Lindhe, Karring & Araujo, 2008).

Legenda: As setas representam osteoblastos

Figura 3 — Representagdo de uma drea de osso em que estd a ocorrer formagdo ossea. Os osteoblastos
estdo a produzir matriz ossea. (Fonte: Lindhe, Karring & Araujo, 2008).
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1.2. Osteoclastos

Os osteoclastos, células polinucleadas grandes que resultam da jungdo de células
mononucleadas, sdo responsaveis pela reabsor¢ao 6ssea. Atualmente considera-se que
os precursores dos osteoblastos surgem na medula 6ssea e migram através da corrente
sanguinea a partir do timo e outros tecidos endoteliais para os locais de reabsor¢do. Por
sua vez, estes atraem os osteoclastos através de produtos parcialmente degradados do
osteoide (Jonhson, 2000).

A parte do osteoclasto em contacto com o osso designa-se de borda estriada por se
apresentar altamente pregueada, sendo que percorre toda a superficie do osso alterando
a sua configuragdo enquanto liberta 4cidos e enzimas hidroliticas que dissolvem a
matriz proteica e os cristais minerais (Jonhson, 2000).

Quando a reabsor¢do se encontra completa os osteoclastos sdo inativados e
perdem os nucleos, havendo a uma quebra da célula polinucleada gigante, voltando a
tornar-se em células mononucleadas (Jonhson, 2000).

A reabsor¢do em si ¢ um fendmeno muito organizado e sequencial formado por
duas fases consecutivas. Inicialmente ocorre um processo de acidificacdo através da
produgio de H' e CI” e dissolucdo dos cristais de hidroxiapatite, que constituem a fase
mineral da matriz dssea. Posteriormente, ocorre a degradagdo completa da fase organica
através de varias enzimas proteoliticas, as catepsinas e metaloproteinas da matriz (Judas
et al., 2012).

Por conseguinte, os osteoclastos sdo as células com mais responsabilidade na

dinamica dos processos de remodelagdo éssea.
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Legenda: AB— Actividade osteoclastica na superficie do osso alveolar; Ocl — Osteoclastos;
Linha de pontos — Lacunas de Howship

Figura 4 — Representagdo de reabsor¢do ativa e capacidade de adesdo a superficie dos osteoclastos.
(Fonte: Lindhe, Karring & Araujo, 2008).

Legenda: OB — Osteoblastos; As setas — Linha reversa (indica em que nivel estd a reabsor¢do dssea) ;
V — Estruturas vasculares

Figura 5 — Representacdo de uma unidade ossea em remodelacdo. (Fonte: Lindhe, Karring & Aratijo,
2008).

16
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1.3. Osteodcitos

Os ostedcitos apresentam uma organizacao tridimensional muito complexa,
colocados estrategicamente e, por norma, espagados no interior da matriz mineralizada.
Estas células encontram-se nas lacunas 6sseas e sdo muito ramificadas, comunicando
entre si e com as células da superficie dssea pela rede de canaliculos. Nesta rede a troca
de nutrientes e outras substancias ¢ efetuada pelos prolongamentos (Judas et al., 2012).

Os osteocitos sao as células mais numerosas, fendmeno que, aliado a sua elevada
organizagdo e disposicao, permite que estas células captem as alteragdes da matriz dssea
e os estimulos mecanicos que atuam sobre o 0sso, funcionando como mecanosensores
(Judas et al., 2012).

A mecanotransducdo, mecanismo pelo qual as forcas mecanicas regulam os
processos celulares, trata-se da conversdo de um sinal mecanico, como for¢a, numa
resposta celular de natureza bioquimica. No tecido 6sseo, 0s ostedcitos sao as células
recetoras e as células efectoras sdo os osteoblastos e osteoclastos (Judas et al., 2012).

Em condigdes fisiologicas verifica-se uma relacao e integragdo entre os estimulos
mecanicos e as respostas da célula, numa tentativa de sobrevivéncia e funcionalidade
dos osteocitos (Judas et al., 2012).

A remodelacgdo reflete as respostas celulares onde os ostedcitos sdo tidos como os

vigilantes das alteragdes do tecido 6sseo (Judas et al., 2012).
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e

Legenda: CAN- Canaliculos com longos prolongamentos citoplasmaticos; OC — Ostedcitos

Figura 6 — Representacdo de como os ostedcitos mantém contato entre si, com o auxilio dos seus
prolongamentos citoplasmaticos por intermédio dos canaliculos. (Fonte: Lindhe, Karring & Aratijo,
2008).
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2. OSTEOGENESE

O desenvolvimento 0sseo inicia-se ainda na fase fetal através de duas vias, a
ossificagdo membranosa e a ossificacdo endocondral. Esta classificacdo tem como base
o tecido de origem que dai advém, tecido conjuntivo ou cartilagem, respetivamente.
Ambas as vias iniciam-se com a produgdo de osso reticular que posteriormente ¢
remodelado, processo que deixa o osso formado semelhante em ambas as vias (Seeley,
Stephens & Tate, 2000).

Na ossificagdo membranosa ocorre por volta da 5! semana de gestagdo, nesta
verifica-se a formagao de uma membrana de tecido conjuntivo, delicada e rica em fibras
de colagénio, disposta de forma aleatoria. A ossificacdo propriamente dita verifica-se
por volta da 8 semana de desenvolvimento ¢ apenas termina por volta dos 2 anos de
idade, apds as células mesenquimatosas, que inicialmente originaram a membrana de
tecido conjuntivo, se transformassem em células osteoprogenitoras e, posteriormente,
em osteoblastos ativos. Nesta fase a matriz 6ssea produzida rodeia os osteoblastos que
se transformam em osteocitos, formando muitas trabéculas de osso reticuladas de
pequenas dimensdes. Com a formagdo de trabéculas os osteoblastos produzem mais
0ss0, alongando estas, sendo que ¢ com a formacao e aproximacao das trabéculas que se
forma o osso esponjoso (Seeley, Stephens & Tate, 2000).

Nos espagos das trabéculas encontram-se células especializadas na formacgao da
medula 6ssea vermelha. As células da parte exterior do osso sofrem diferenciacdo e
formam o periosteo, ja os osteoblastos do periosteo contribuem para a formacao do osso
compacto pela deposi¢do de matriz dssea, findando com a ossificacio membranosa que
produz ossos cuja fase externa do osso € compacta e interior esponjoso, como € 0 caso
dos ossos cranianos, as fontanelas (Seeley, Stephens & Tate, 2000).

Por sua vez, a ossificagdo endocondral inicia-se na 8* semana de gestagdo com o
tecido cartilagineo. As células mesenquimatosas transformam-se em condroblastos para
iniciar o processo de ossificacdo endocondral. Neste processo os condroblastos formam
um modelo de cartilagem que serve de molde ao osso e que j& apresenta uma forma
semelhante ao osso. Enquanto a matriz 6ssea rodeia os condroblastos estes
transformam-se em condrdécitos, sendo que o pericondrio forma-se em torno do modelo
de cartilagem, excetuando os locais onde sdo rodeados pela articulacdo, existindo uma
continuidade entre o pericondrio e o tecido que posteriormente forma a capsula articular

(Seeley, Stephens & Tate, 2000).
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As células osteoprogenitoras localizadas no pericondrio transformam-se em
osteoblastos durante a invasdo dos vasos sanguineos no pericondrio, envolvendo o
modelo de cartilagem. Com a producdo de tecido 6sseo pelos osteoblastos o pericondrio
transforma-se em periosteo pela producdo de osso compacto a superficie, com a
formagdo de um colar 6sseo ou bainha. Este modelo acompanha o aumento das
dimensdes pelo crescimento aposicional e intersticial da cartilagem e com a hipertrofia
dos condrécitos situados no centro do modelo e da mineralizagdo da matriz em torno
das células com carbonato de calcio, originando cartilagem calcificada (Seeley,
Stephens & Tate, 2000).

Nas partes calcificadas os condroécitos morrem, formando lacunas na cartilagem
que permitem a passagem de vasos sanguineos que transportam osteoblastos e
osteoclastos do peridsteo para as lacunas. Os osteoblastos produzem osso na cartilagem
calcificada com a promog¢ao da formacao de trabéculas oOsseas que possibilitam a
transformacgdo da cartilagem calcificada em osso esponjoso na diafise. Todo este
processo ¢ denominado de centro de ossificagdo primario (Seeley, Stephens & Tate,
2000).

Ao longo do desenvolvimento dsseo ocorre também o crescimento do modelo de
cartilagem. Na remodelagdo 6ssea o osso reticular ¢ convertido em osso lamelar,
configurando o osso. Neste processo os osteoclastos sdo responsaveis pela promocao do
tecido 0sseo no canal medular procurando forma-lo pela especializagdo de células in
loco para formacao da medula dssea vermelha (Seeley, Stephens & Tate, 2000).

Nos ossos longos o centro de ossificacdo primario € na didfise e a ossificagdo
secundaria ocorre nas epifises. Os processos que ocorrem nas epifises sao semelhantes a
ossificagdo primaria modificando-se os espacos da epifise que ndo se alargam para
acolher o canal medular, os centros de ossificacdo secundaria ocorrem somente um meés
antes do nascimento na tibia, imero e fémur enquanto os centros primarios surgem
durante o desenvolvimento fetal (Seeley, Stephens & Tate, 2000). A substituicdao de
toda a cartilagem pelo osso ocorre quando esta ¢ substituida, exceptuando nas
superficies auriculares e placas epifisarias (Seeley, Stephens & Tate, 2000).

Todo o processo de osteogénese ¢ influenciado por diversos fatores. Os fatores
genéticos sdo determinantes para toda a formagdo do esqueleto humano, mas outros
fatores também influenciam o processo como fatores enzimaticos, farmacologicos e

minerais que afetam o crescimento (Phipps, Sands & Marek, 2003).
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2.1. Vias de sinaliza¢ao dos osteoblastos

A produgdo e diferenciacao dos osteoblastos ¢ regulada por varias vias de
sinalizag¢do, como a via de sinalizacao Hedgehog, PTH, PDGF, IGF, FGF, Wnt, Eferina
(Eph) e pela super familia TGF-B (Arvidson et al., 2011; Kular et al.,2012; Maeda,
Takahashi & Kobayashi, 2013; Rucci, 2008; Soltanoff et al., 2012).

2.1.1. Via de sinalizacdo Simpatica

Os osteoblastos tém a capacidade de expressar recetores para diversos
neuropéptidos, isto ¢, apresentam atividade simpatica. Um exemplo desta atividade ¢ a
forma como os niveis de atividade de ligagdo do ADN e a expressdo de Runx2
diminuem com o bloqueio de recetores de glutamato (Soltanoff et al., 2012).

Primeiro os recetores P2-adrenérgicos ativam o fator de transcricio CREB. O
CREB, proteina de ligagdo ao elemento de resposta cAMP, promove a proliferagao dos
osteoblastos estimulando os genes clock com mediagdo pela fungdo anti-proliferativa da
inibicdo da expressdo da ciclina Gl e dos genes da proteina activadora 1 (API1)
(Soltanoff et al., 2012).

O circulo circadiano encontra-se relacionado com a regulacdo dos niveis de
leptinas no hipotalamo. Quando as leptinas se ligam ao seu recetor este dimeriza-se e
desencadeia a activagdo de multiplos fatores, MAPKs, Akt, PIP3, entre outros, que
regulam diferentes aspetos de diferentes tipos celulares, como o fator de activacao

NF«B/IKK (Upadhyay, Farr & Mantzoros, 2015).

2.1.2. Via de sinalizacio Hedgehog

A via de sinalizagdo Hedgehog ¢ importante durante o desenvolvimento
embrionario, garantindo a correta posicao da formacao do esqueleto e manutengao das
células progenitoras nos tecidos adultos, iniciando e/ou mantendo a diferenciagdo
celular que regula quer a formacao dssea, quer a formacao cartilaginea (Arvidson et al.,

2011).
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Esta via de sinalizacdo ¢ constituida por proteinas da mesma familia que
controlam a proliferacdo celular, a diferenciacdo e morfologia dos tecidos e por ligandos
como o Desert Hedgehog (DHh), o Indian Hegdehog (IHh) e o Sonic Hedgehog (SHh).

O IHh ¢ o mais importante na diferenciacdo osteoblastica com um papel
importante na regulacdo temporal e espacial do desenvolvimento osteoblastico
(Soltanoff et al., 2012). Este ligando ¢ produzido por condrdcitos hipertréficos, pelo que
se percebe a relagdo entre o aparecimento primario dos progenitores de osteoblastos no
periosteo adjacente a0 mesmo tempo que os condrocitos hipertroficos surgem, actuando
diretamente sobre os osteoblastos progenitores situados no pericondrio e também define
os precursores de osteoblastos (Soltanoff et al., 2012).

Nesta via existem trés fatores transcripcionais, o GLI1 (forte ativador
transcripcional), o GLI2 (funciona como activador ou repressor dependendo do estimulo
que recebe), e o GLI3 (tem uma funcdo essencialmente repressora) (Das, Samant &
Shevde, 2012). Alguns autores consideram que o GLI2 encontra-se envolvido de forma
activa na diferenciacdo osteoblastica, favorecendo a expressdo da BMP-2 nestas células
e potenciando sinergeticamente o seu efeito. J4 outros investigadores consideram que
nesta via de sinalizagdo assiste-se a diminuicao da expressdao do RUNX2, pelo que estes
consideram que a via [Hh encontra-se envolvida noutras partes da formagao ossea (Das,
Samant & Shevde, 2012).

Das, Samant e Shevde (2012) afirmam que a via de sinalizagdo Hedgehog regula a
osteopontina (OPN), isto ¢, uma glicoproteina fundamental na formagdo, migracdo e
fun¢ao osteoclastica.

Quando o ligando THh se liga ao seu recetor transmembranar Patched 1 ou
Patched 2 (PTCH1/2) activa a proteina Smoothened 7 (Smo7). Desta forma inicia-se a
activagdo da cascata de transdugao de sinal que possibilita a activacdo da GLI1 que ¢
translocada para o nucleo e este regula a proliferacao celular e activa os genes alvos da
diferenciagdo osteoblastica (Arvidson et al., 2011). Quando a Smo ¢ inibida as células
ndo sofrem diferenciagdo uma vez que se verifica a inactivagdo da via de sinalizacao.
Quando se verifica este acontecimento ocorre a anulagdo da actividade da proteina Smo
em precursores osteoblasticos Osx positivos ao nivel embriondrio, gerando osteoblastos
normais € o esqueleto endocondral (Arvidson et al., 2011; Das, Samant & Shevde,

2012).

22



Desenvolvimento

Existe uma interacgdo complexa e uma cooperagao entre as vias de sinalizacao
Wnt e [Hh no controlo de diferentes aspetos no desenvolvimento 6sseo (Kular et al.,
2012).

Segundo Das, Samant e Shevde (2012) a sinalizagdo por IHh funciona como
jusante da sinalizacdo Wnt e a sua atividade parece estar relacionada com o inicio da
osteoblastogénese, mas ¢ necessario desenvolver mais estudos para melhor compreender
a forma de operar desta via de sinalizag@o e avaliar se esta desempenha a mesma funcao

na fase embrionaria e adulta.

2.1.3. Via de sinalizacao PTH

O tnico medicamento autorizado pela FDA no tratamento da osteoporose ¢ a
hormona da paratiréide (PTH) que, consoante a sua forma de administra¢ao, pode ter
um efeito anabolico ou catabdlico (Soltanoff et al., 2012).

A PTH aumenta a proliferagdo celular e encontra-se associada ao acido
azelendronico que, por sua vez, apresenta uma reducdo significativa da proliferagao
Ossea sem influéncia no volume 6sseo (Soltanoff et al., 2012).

O complexo PTH/PTHR-G ¢ formado quando proteinas G se ligam ao recetor da
PTH, activando o cAMP que promove a libertacdo das unidades cataliticas da enzima
PKA. Esta enzima fosforila algumas proteinas responsaveis por alteragcdes estruturais e
de fungdo do Runx2. Nao obstante existem outras proteinas G que interagem com a
fosfolipase C de forma a activar o PKC (Soltanoff et al., 2012).

Soltanoff et al. (2012) demonstraram que a PTH interage com a via de sinalizacdo
Wnt, pela Wnt4, via ndo candnica, onde a Wnt4 responde a estimulos da PTH por vias
diferentes, denotando a sua capacidade anabdlica. Por outro lado, os mesmos autores
verificaram a relevancia da activacdo da fosfolipase C na diferenciagdo dos condrdcitos
e no atraso na proliferagao celular pela sua inactivacdo, decorrente de mutacdes no

complexo PTH/PTHR.
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2.1.4. Via de sinalizacao PDGF

O PDGF ¢ um fator extracelular relevante no controlo de fung¢des de células
Osseas como na migracao de osteoprogenitores, na proliferacao e diferenciagao celular,
bem como na osteoclastogénese. Este fator apresenta trés isoformas que se ligam aos
recetores o ¢ ao recetor B (PDGRa ¢ PDGRp) e dimeriza-os, originando outros trés
recetores padronizados (aa, BB € aff) (Arvidson et al., 2011).

Das isoformas activas do PDGF a PGDF-BB inibe a diferenciagdo osteogénica
com a diminui¢do da ALP. Por conseguinte, ha uma dele¢do do recetor B que promove
uma resposta contraria, ou seja, aumenta a diferenciagdo osteogénica com o aumento da
ALP, assim como dos niveis de ARN mensageiro e Runx2, por exemplo (Arvidson et

al., 2011).

2.1.5. Via de sinaliza¢ao IGF

Na via de sinalizagdao IGF encontram-se envolvidos dois fatores da familia IGF, o
IGF-I e IGF-II. Estes sdo expressos em osteoblastos e tém actividade semelhante na
regulacdo dos osteoblastos, estimulando a fungdo com a promocao da deposicao de
matriz 0ssea. Além dos seus recetores (IGF-1R e IGF-2R) existem diversas proteinas de
elevada afinidade de ligagdo implicadas no processo, como as proteinas recetoras do
substrato de insulina (Arvidson et al., 2011).

De acordo com Arvidson et al. (2011) o IGF-I ¢ mais potente quando comparado
com o IGF-II e ndo afecta diretamente a diferenciagdo de células mesenquimatosas em

osteoblastos nem o crescimento celular.

2.1.6. Via de sinalizacao FGF

Os fatores de crescimento fibroblastico (FGF) sdo importantes na regulacao do
processo de ossificagdo endocondral e intramembramosa pela sua ligagdo a recetores
tirosina quinase (FGFr) (Arvidson et al., 2011). Existem quatro FGFr onde alguns se
encontram envolvidos em diferentes fases do ciclo de diferenciacao celular, como ¢ o

caso do FGFrl que actua na maturacdo dos osteoblastos estimulando a diferenciagao
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celular dos osteoprogenitores ¢ podem impedir a maturagdo dos osteoblastos ja
diferenciados (Arvidson et al., 2011).

Os FGF sao expressos em mais do que um tipo de células 6sseas. Alguns autores
consideram que o FGF2 apresenta uma actividade mais acentuada num estadio pds-
natal, uma vez que este apresenta uma diminui¢do da sua capacidade de mineralizagao
quando comparado com o FGF9 e FGF18, que parecem estar mais relacionados com a
formacao do esqueleto durante a fase embrionaria (Arvidson et al., 2011).

Por outro lado os FGF sdo expressos em diferentes fases do metabolismo dsseo ,
inclusive na diferenciacdo 6ssea. Por exemplo, os FGF1, 2 e 3 sdo expressos durante o
término da fase de desenvolvimento do esqueleto, mas os FGF1 e 2 também sdo
expressos na matriz que origina o tecido cartilaginoso (Arvidson et al., 2011).

O FGFI ¢ expresso em condrocitos hipertroficos enquanto o FGF2 é expresso
também nos condrocitos em reserva e aparentemente ¢ regulado em niveis abaixo do
normal na proliferacdo dos condrécitos. Nao obstante, a expressao de FGF2 relaciona-se
com o aumento da expressao de Runx2 e com a diminui¢do de PPARYy2 (Marie, 2008).

Quando o FGF3 se liga ao FGF18 parece apresentar dois papéis em diferentes
células, um de regulacdo do crescimento e outro de diferenciacdo de condrdcitos em
proliferacdo, mesmo que na diferenciacdo osteoblastica regule a densidade Ossea e a
espessura cortical (Arvidson et al., 2011).

Na presenca de mutagdes nos FGFr verifica-se a anulagdo precoce da estrutura
Ossea, com o desenvolvimento de craniossinostose e condrodisplasias, por exemplo

(Marie, 2008).

2.1.7. Via de sinalizacao Wnt

A familia Wnt ¢ uma familia de proteinas codificadas por genes cujos produtos de
transducdo afetam a orientagdo e caracteristicas das células (Soltanoff et al, 2012). Estas
sdo proteinas morfogénicas que se encontram em diferentes espécies animais e que
contém 350-400 residuos aminoacidos. As Wnt encontram-se envolvidas na defini¢ao
do esqueleto na fase embriondria, no desenvolvimento do feto e na remodelacdo dssea,
bem como na fase adulta (Soltanoff et al, 2012).

De acordo com Arvidson et al. (2011) a via de sinalizagdo Wnt pode apresentar-

se de duas formas utilizando o mesmo recetor que se liga a ligandos diferentes,
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utilizando uma via de sinalizagdo Wnt canénica dependente da B-catenina e uma via de

sinalizacdo Wnt ndo canonica independente da B-catenina (figura 1).

A B C
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Legenda: A, B —via de sinaliza¢do canonica; C — via de sinalizag¢do ndo canonica
Figura 7 — Representagdo das vias de sinaliza¢do Wnt. (Fonte: Maeda, Takahashi & Kobayashi,
2013).

Pela leitura da figura 1 podemos verificar que na via canonica a proteina Wnt liga-
se a um recetor transmembranar frizzled (FZL) ligado ao LPR5/6, enquanto na via ndo
canonica o recetor FZL encontra-se ligado ao recetor da tirosina quinase (Ror)
(Arvindson et al., 2011; Soltanoff et al., 2012).

A via de sinalizagdo Wnt canonica dependente da -catenina € uma das principais
vias de sinalizacdo na regulagdo do desenvolvimento Osseo, sendo que foi nos
individuos com muta¢des, com o seu co-recetor LPR5/6, que foram detetadas as
primeiras evidéncias do seu envolvimento nas alteragdes da massa Ossea nos humanos
(Maeda, Takahashi & Kobayashi, 2013). Mais ainda, esta via de sinaliza¢do activa
outros fatores de transcricdo importantes na continuidade da osteoblastogénese e
funciona como antagonista da C/EBPa e do PPARY que, por sua vez, quando ausentes,
desencadeiam o desenvolvimento espontaneo de osteoblastos (Soltanoff et al., 2012).
Em suma, a capacidade de estimular a osteoblastogénese ¢ um mecanismo de

sinalizagdo para o aumento da formacao dssea.
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A via de sinalizagdo candnica Wnt dependente da P-catenina participa na
formagao de células dssea e regula o crescimento, diferenciagdo, funcao e morte celular
em alguns tipos celulares (Soltanoff et al., 2012).

Sem a presenga de Wnt a PB-catenina sofre ubiquitinacdo proteossomal e nao
participa na regulacdo da osteoblastogénese, isto ¢, sem Wnt a B-catenina ¢ fosforilada
pela quinase de glicogénio sintetase 3 (GSK-3B) e ndo existe transdug¢do de sinal
(Thompson, Rubin & Rubin, 2012).

A Wnt3a e a Wntl ativam a via de sinalizagao pela formagdo do complexo Wnt-
FZL-LPR5/6 que transmite o sinal pelas proteinas Dvl, axina e Frat-1 inibidoras da
atividade celular pela perturbagdo da ligagdo do GSK-3p (Soltanoff et al., 2012). Desta
forma, a acumulacdo de P-catenina no citoplasma da célula-alvo promove a sua
translocagdo para o nucleo onde forma heterodimeros com o complexo formado pelo
fator celular ligado a células T e pelo fator potenciador linfocitico (TCF/ LEF),
afastando os seus co-repressores ¢ iniciando a transcricdo, aumentando desta forma a
expressdo e atividade do Runx2 (um promotor osteogénico) (Maeda, Takahashi &
Kobayashi, 2013).

Em situagdes de auséncia da expressdo do Wnt verifica-se a degradacdo da -
catenina através da formacdo do complexo GSK-33 e pela axina e polipose
adenomatosa coli (APC). Por conseguinte, os genes desta via de sinalizagdo continuam
reprimidos pela accdo dos respetivos co-recetores (Soltanoff et al., 2012).

Quando os miveis de P-catenina no citoplasma sdo baixos ¢ induzida a
diferenciagdo em condrdcitos e uma diferenciacdo anormal de osteoblastos, mesmo
quando estdo presentes na membrana caderinas, que nao sao degradadas. Soltanoff et al.
(2012) afirmam que a B-catenina tem potencial duplo para a producao de condrdcitos e
osteoblastos, visto que a sua auséncia permite que as células mesenquimatosas se
diferenciem para a condrogénese e o contrario, na sua presenca, as células
mesenquimatosas diferenciam-se para a osteoblastogénese.

De acordo com Maeda, Takahashi e Kobayashi (2013) o sFRP e o inibidor Wif-1
sdo fatores antagonistas que interagem como ligandos extracelulares da Wnt. A
interrupgdo desta via de sinaliza¢do pela sFRP induz precocemente o CollAl e ativa o
fator de transcri¢gdo Runx2, desencadeando o aumento da diferenciacao de condrocitos e
da massa Ossea. Apesar de se verificar uma diminui¢do da apoptose osteobléstica na
auséncia destas proteinas, verifica-se um aumento da diferenciacdo e proliferacao dos

osteoblastos bem como um aumento significativo da massa 6ssea trabecular.
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Resumindo, a B-catenina ¢ fundamental na diferenciacao de osteoblastos maduros
e formagdo Ossea, tanto endocondral como membranosa (Maeda, Takahashi &
Kobayashi, 2013).

De acordo com Maeda, Takahashi e Kobayashi (2013) na via de sinalizagdo Wnt
ndo canonica, as vias independentes sdo ativadas pela presenga da B-catenina, como a
via Wnt/Ca®" e via Wnt/PCP (Maeda, Takahashi & Kobayashi, 2013). Pela analise da
figura 2 podemos verificar que a via Wnt/Ca>" ¢ mediada por enzimas, como a proteina
quinase II calmodulina dependente de calcio e a quinase C (PKC), e a via Wnt/PCP ¢
mediada por proteinas G pequenas (RhoA e RAC) e pela quinase c-jun-N-terminal
(JNK).

O ligando Wnt5a liga-se ao complexo FZL-Ror pelo dominio rico em cisteina, a
ligagdo activa a via de sinalizacio Wnt/PCP pela activagdo RhoA- e RAC- e pela
sinalizagdo dependente de JNK. Pode ainda haver a activagdo da via Wnt/Ca®" pela
sinalizacdo por PKC, CAMKII e sinais dependentes de calcineurina (Maeda, Takahashi
& Kobayashi, 2013).

Via de sinalizacdo ndo candcica Via de sinalizacdo candnica
Wnt/Ca™ wnt/PCP Wnt/B-catenina
Fz Fz Fz
CamKII/PKC/CaN Dvi Dvi «—ﬁw
2 ——
:'I:_T' Rac/Rho l-caleninai} I&-catenuré@
Degradacdo

Transcricio
——> de genes alvo

Nucles

Figura 8 — Representacdo da via de sinaliza¢do da Wnt ndo canonica. (Fonte: Piters, Boudin, &

Van Hul, 2008).
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A via de sinalizagdo Wnt ndo canodnica independente da -catenina ¢ importante
no desenvolvimento osteoblastogénico pela repressdo do fator PPRAy e indugdo do

RUNX2 (Maeda, Takahashi & Kobayashi, 2013).

2.1.8. Via de sinalizacao Eferina (Eph)

Os recetores tirosina quinase e os seus ligandos de eferina (Eph) estdo envolvidos
na regulacdo de interacgdes celulares diretas. A via de sinalizagdo Eph baseia-se numa
sinalizag¢do bidirecional onde a célula apresenta a superficie um recetor para a Eph que
ao ligar-se a célula expressa o ligando eferina, permitindo a transducdo de sinal nas duas
células, quer de forma direta como de forma reversa (Arvidson et al., 2011).

Os ligandos Eph podem ser agrupados em classe A (A1-AS5) e classe B (B1-B5).
Enquanto a classe A se liga a recetores EphA1-EphA10 ancorados a uma molécula de
glicosilfosfatidilnositol (GPI), a classe B liga-se a recetores tirosina quinase EphB1-
EphB6 (Arvidson et al., 2011).

A via de sinalizacao Eph permite que os osteoblastos se liguem a osteoclastos. Na
sinalizacdo reversa verifica-se uma ligagdo entre a EphB2 dos osteoclastos com o
recetor EphB4, promovendo a inibi¢do da diferenciacdo destas células que, por sua vez,
induz outros fatores de regulagdo nos osteoblastos, como o Tunx2, DIx5 e Osx. No
estudo de Soltanoff et al. (2012) os autores demonstram que em mutacdes de perda ou
ganho de fung¢do o EphB4 encontra-se o topo da regulagdo da diferenciagdo
osteoblastica.

Na activacdo dos osteoblastos Soltanoff et al. (2012) sugere que podera ser
necessario um fator da familia genética homodloga Ras (RhoA) na sinalizagao direta da
EphB2 e EphB4 nos respetivos osteoblastos. Contudo, o envolvimento deste fator na
sinalizacdo ainda ¢ controverso, verificando-se alguns resultados contraditorios

relativamente ao bloqueio/ativacdo da Eph numa aexposicao ativa ao recetor.
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2.1.9. Via de sinalizacio pela super familia TGF-B

A via de sinalizacdo pela super familia TGF-B ¢ constituida por diversos fatores
de crescimento e diferenciacdo, tais como proteinas BMP e TGF-B. A transdugdo de
sinal destas proteinas ocorre a partir de recetores quindsicos ricos em serina/tirosina, os
BMPR-IA ou ALK-3 ou ALk-6 e o activina IA (ActR-IA ou ALK-2), ou os BMPR-II,
ActR-IIA e ActR-IIB. Este Gltimo grupo de recetores ligam-se aos ligandos mesmo sem
possuirem recetores tipo I, apesar de na sinalizacao da via necessitarem destas. Por sua
vez, os recetores tipo I necessitam dos recetores tipo II para se ligarem aos respetivos
ligandos (Arvidson et al., 2011; Soltanoff et al., 2012).

O TGF-B ¢ um citoquina que expressa de forma abundante na matriz dssea. Esta ¢
sintetizada por um precursor molecular formado por duas partes que podem ser
clivadas, o TGF-B activo e uma proteina associada a laténcia (LAP). Regra geral, a
proteina mantém-se ligada de forma nd3o covalente com a parte activa do TGF-B,
escondendo os seus dominios de ligagdo ao recetor, sendo secretada e depositada na
matriz 6ssea a sua forma inactiva (Tang et al., 2009). Quando ligada ao recetor, a
proteina passa a encontrar-se no seu estado activo, induzindo a sinalizacdo na
osteoblastogénese, mais ainda esta regula a proliferagdo e diferenciacdo de
osteoprogenitores, contudo ainda ndo se conhece a sua funcio especifica (Soltanoff et
al., 2012; Tang et al., 2009).

Alguns investigadores avaliaram a doenga Camutati-Engleman, na qual sdo
avaliadas as mutagdes do gene TGF-Bl,e verificaram que a maioria das mutagdes
encontra-se na regido codificada de LAP, mas ndo identificam mutagdes na parte activa
do TGF-BI1 (Tang et al., 2009).

As proteinas BMP estdo relacionadas com a especificacdo de uma linhagem
celular, sendo que estas proteinas sdo importantes, como anteriormente referido, na
diferenciagdo das células osteoprogenitoras em osteoblastos ou condrocitos e pela sua
capacidade de induzir a formacdo Ossea endocondral. Mais ainda, estas proteinas
promovem o aumento da formagdo Ossea pela sua implicagdo na determinacdo
osteogénica (Tang et al., 2009).

As proteinas BMP podem ser classificadas de acordo com o seu papel na
regulacdo da formagdo dssea, isto ¢, podem ser classificadas como reguladores positivos
quando promovem a formagdo 6ssea (BMP 2,6, 7 € 9) ou como reguladores negativos

quando tém o efeito inverso (BMP 1 e 3) (Ryoo, Lee & Kim, 2006).
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A sinalizagdo pelas proteinas BMP ocorre via dependente de Smads ou por via
independente de Smad, como o JNK (Soltanoff et al., 2012). As Smad sdo modeladores
transcripcionais que participam na transducdo de sinal e podem ser classificadas em trés
categorias, as reguladas por recetores como as BMP ou pelo TGF-B, co-Smad com co-
parceiros mediadores como o TGF-B e BMP, e inibitorias.

A ligacdo de BMP a recetores tipo II induz a fosforilagio de R-Smad que,
posteriormente, forma um complexo com a respetiva co-Smad. Este complexo ¢
translocado para o nucleo onde regula a transcricdo dos genes alvo pela sua conexdo a
corepressores e co-activadores transcripcionais (Soltanoff et al., 2012).

A via de sinalizacdo TGF-B pode ocorrer de forma independente de Smad. As
BMP podem activar a ERK, JNK e a proteina p38 das células osteoblasticas,
demonstrando os varios papéis faz MAPK na regulacdo da fosfatase alcalina e da
osteocalcina (Arvidson et al., 2011). Por conseguinte, tanto as vias Smad como MAPK
regulam o gene Runx2 que, por si s6, desempenha um papel essencial na indugdo da
BMP2, direccionando a diferenciagdo para a blastogénese em vez da miogénese

(Soltanoff et al., 2012).

2.2. Vias de sinalizacao dos osteoclastos

Os osteoclastos, tal como todas as outras células, podem ser regulados durante o
seu processo de diferenciacdo e proliferacdo. Durante este processo as células produzem
citocinas importantes na regulagdo de todo o processo, como o RANKL, OPG e¢ M-
CSF, sendo que os dois primeiros sdo fatores-chave na regulacdo da producdo dos

osteoclastos (Kular et al., 2012; Soltanoff et al., 2012).
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2.2.1-Vav3

O Vav 3 encontra-se sempre presente no mecanismo de activagdo osteoclastica e
densidade Ossea. Quando este factor ndo esta presente ou apresenta uma sinalizacao
deficiente do M-CSF e de integrinas avp3, a actina do citoesqueleto e a sua polarizagao

¢ desordenada, assim como a atividade de reabsorcao (Soltanoff et al., 2012).

2.2.2 - M-CSF

O M-CSF ¢ uma citocina secretada por células estromais da medula e osteoblastos
de forma a potenciar a sobrevivéncia osteoclastica. Este ¢ fundamental para iniciar a
diferenciagdo dos pré-osteoclastos, tornando-se essencial no processo de proliferacao e
diferenciagdo celular. Mais ainda, esta citocina, simultancamente, activa a formacao do
citoesqueleto e a reabsorcao ossea (Palmqvist et al., 2002).

De acordo com Palmqvist et al. (2002) o M-CSF garante a sobrevivéncia,
proliferacdo e diferenciacdo das células hematopoiéticas monociticas. Por conseguinte,
na sua auséncia verifica-se uma deficiéncia de macrofagos e um fendtipo osteopetrédtico
provocado pela auséncia de osteoclastos.

O M-CSF activa e induz vdérias proteinas, quinases, citocinas, interleucinas e
interferdes. Como a sua liga¢do ao recetor (c-Fms) ¢ induzida, a expressdo genética €
que promove a resposta direta ao RANKL e as interleucinas. Ja a sua ac¢do sinergética
encontra-se associado ao facto desta citocina estimular diretamente o RANKL e outros

componentes da via de sinalizagdo RANKL/NF-«kB (Soltanoff et al., 2012).
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223-1ITAM

O ITAM associado ao RANKL estimula a via de sinalizagdo Ca2+/NFAT que
controla a oscilagdo dos niveis de Ca*". Este fenomeno ocorre pela estimulacao do
RANKL da ligagdo do ITAM ao FC recetor common y subunit (FcRy), pela ligagcdo do
recetor associado aos osteoclastos (OSCAR) com o recetor triggering das células
mieloides (TREM-2) (Kular et al., 2012).

A manutencdo da homeostase Ossea ¢ conseguida depois da sinalizagdo
desencadear o processo de activacdo da fosfolipase Cy (PLCy), possibilitando a
libertagdo de Ca®’ intracelular mediado pela calmodulina. Assim, o NFATcl ¢ auto-
amplificado e ocorre a transcri¢do dos genes envolvidos no processo de diferencia¢do
dos osteoclastos (Kular et al., 2012; Soltanoff et al., 2012).

Na presenca de delegdes nestes fatores a diferenciagdo osteoclastica ¢ deficiente,
pelo que poderd surgir uma condi¢do de osteopetrose. O comprometimento da
fosforilacdo da tirosina quinase esplénica (Syk) ocorre pela auséncia de DAP12 e de
FcRy, pelo que ndo h4d nem diferenciacdo osteoclastica nem reabsor¢do dssea. Mais
ainda, na auséncia da Syk o ITAM nao sofre fosforilagdao e nao hé progressao desta via.
Ja o aumento da Syk promove o aumento das respostas de RANKL e M-CSF,
formando-se osteoclastos hiperactivos, gerando um processo inflamatério e erosdo

Ossea cortical (Soltanoff et al., 2012).

2.2.4 - NF-kB

Por um processo de fosforilagdo da sua proteina inibitoria (IKK) o NF-kB ¢
translocado para o nticleo. Este fator ¢ importante na via de sinalizagdo do RANK pela
regulacdo da funcao e desenvolvimento dos osteoclastos (Carey et al.,2015).

A activagao do NF-kB promove a activagdo de muitas proteinas quinases MAP,
como a JNK/c-Jun, ERK1/2 e quinases p38. As MAP e os seu inibidores diminuem a
sobrevivéncia osteoclastica e inibem a formacdo de osteoclastos, por outro lado a p38
pode fosforilar o transdutor de sinal e o activador de transcricdo 1 (STAT1) e controlar

a expressao de alguns genes alvo (Soltanoff et al., 2012).
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Além da regulacdo acima descrita, o NF-kB regula a IL1, responsavel pela
reabsor¢do Ossea e formagdo de osteoclastos por precursores que expressam c-Fos em

excesso (Soltanoff et al., 2012).

2.2.5 - Src

A Src ¢ um dos nove nonrecetor tyrosine kinases (NRTKs) localizados na
membrana celular (Soltanoff et al., 2012). Esta participa nas vias de sinaliza¢do pelo
RANL e M-CSF e relaciona-se com a conexdo e integridade dos podossomas que
pertencem aos osteoclastos. Pela accdo da Src os podossomas, estruturas altamente
especializadas e com muita actina, ligam-se a outras células, e quando nao estao
presentes causam osteopetrose por ma absor¢do Ossea, efetuada exclusivamente pelos
osteoclastos maduras, sendo que para a restauracao destas estruturas ¢ necessario SH2 e
SH3, isto ¢, € necessdario restabelecer dominios de ligagdo que possibilitem o retorno da
organizacdo dos mesmos e da sua dinamica, mudando desta forma a capacidade de
sobrevivéncia e diferenciagdo dos osteoclastos (Soltanoff et al., 2012).

De acordo com Horne et al. (2005) o Src fosforila o Casitas B-lineage lymphoma
(CB1) pela sua ligagao inicial a tirosina quinase 2 (Pyk2). Desta forma, o CB1 ajuda a
endocitose e activacao de outros mediadores como a dyamina e PIP3K, relevantes no
desenvolvimento da polaridade celular e na interligacao celular.

O papel da Src encontra-se relacionado somente com a reabsor¢do Ossea
osteoclastica (Horne et al., 2005). A reabsor¢do ¢ activa através da presenca de
integrinas que permitem a ligagdo do Src a Pyk2, possibilitando a polarizagdo celular e
consequente adesdo celular gerando, assim a adesdo entre as células e a matriz dssea

(Soltanoff et al., 2012).
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2.2.6 - RGS10 e RGS12

O RGSI10 integra a familia de 21 proteinas G de sinaliza¢dao relevantes para o
processo das vias de sinalizacdo dos osteoclastos. Esta encontra-se relacionada com o
processo de oscilagdo do Ca*" (Soltanoff et al., 2012).

Em situagdes de silenciamento da expressdo do ARN do RGS10 assiste-se a um
bloqueio as oscilacdes de Ca’’, dado que esta proteina interage diretamente com o
complexo calmodulina-Ca®*-PIP3, promovendo assim a activagio do PLCy ¢ a
oscilagdo do Ca®" ( Soltanoff et al., 2012).

O mecanismo de ac¢do da RGS1 no processo de diferenciagdo dos osteoclastos ¢é
complexo. Inicialmente a RANKL medeia os adaptadores moleculares da membrana
DAPI12 e FcRy, que possuem um motivo ITAM e activa o PLCy. Este ultimo hidrolisa o
PIP,, originando o PIP;, e desencadeia a libertagio do Ca*" dos espacos de
armazenamento intracelular. A libertacio do Ca®" possibilita o aumento intracelular
deste para atingir um pico de concentragdo maximo, promovendo a formacdo do
complexo calmodulina-Ca*". Este complexo compete com o local de ligagdo do PIP; na
RGS10 e promove a sua libertacdo. Devido ao pico de concentragio do Ca®" este é
recarregado o reticulo endoplasmatico na auséncia da activacdo adicional de PLCy e
combinagio entre a recarga de Ca’" no reticulo endoplasmatico e a ligagio da
calmodulina que causa a diminui¢do da concentracao de Ca®" ( Soltanoff et al., 2012).

Quando se verifica baixos niveis de concentracio de Ca*" o complexo
calmodulina-Ca*" dissocia-se da RGS10, pelo que o PIP; permanece livre ¢ activa o
PLCy que se liga 8 RGS10, sem competir com o complexo calmodulina-Ca**. O PLCy
activo promove a libertagio de Ca®" dos depositos intercelulares pela libertagdo de PIP?,
gerando um novo pico que promove a continuidade do processo através das oscilagdes
de Ca®" (Soltanoff et al., 2012).

Por conseguinte, as oscilagdes observadas nesta via de sinalizagdo activam a
expressao de calcineurina e de NFATc] na fase final da diferenciag¢do dos osteoclastos.

Por sua vez a RGS12 também desempenha um papel importante na fosforilagao
da PLCy, sendo que a sua auséncia causa uma fosforilacdo com defeito e bloqueia as

oscilagdes de Ca”" (Soltanoff et al., 2012).
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2.2.7 - RANKL

A RANKL ¢ uma proteina transmembranar que em conjunto com a OPG sao
fatores chave na formacao de osteoclastos. A auséncia da RANKL anula a diferenciacao
dos osteoclastos gerando um fenoétipo de osteopetrose, com a diminui¢do de
osteoclastos e deixa de haver reabsor¢do oOssea eficaz ¢ aumenta a massa Ossea
(Soltanoff et al., 2012).

A RANKL encontra-se envolvida no processo de calcificagdo ectropica de outros
tecidos gerada por infecgdes virais como o CVB3, por exemplo. A infecc¢do viral gera o
aumento da RANKL, bem como da OPG e outras citoquinas. Esta proteina, através da
accdo de outros intermedidrios, promove o aumento do fosfato inorganico, promovendo
a calcificagdo do tecido cardiaco. Este fendémeno ocorre pelo facto do fosfato inorganico
se encontrar relacionado com a calcificagdo vascular (Lee et al., 2013).

Enquanto o aumento da RANKL, causado por uma infec¢do viral, aumenta a
actividade dos osteoclastos, estimula a reabsor¢ao oOssea ¢ promove a calcificagdo
ectropica, os elevados niveis de OPG bloqueiam apenas a produgdo e diferencia¢do dos
osteoclastos (Lee et al., 2013).

A proteina recombinante RANK-Fc, descoberta recentemente, trata-se da proteina
RANK agregada com a regido Fc da imunoglobulina humana. Esta inibe a formagao de
osteoclastos dependente desta via de sinalizagdo e previna a perda dssea, bem como a
calcificacdo induzida por infeccdo viral (Lee et al., 2013).

Para Lee et al. (2013) a neutralizacdo da RANKL pela RANK-Fc, Denosumab e
OPQG, justifica a aplicagdo destes agentes terapéuticos a prevencdo e diminui¢do da

calcificagdo oOssea.
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2.2.8 — Catepsina K

As catepsinas sao proteases lisossomais também designadas de proteases de
cisteina e podem ser classificadas de acordo com a sua acc¢ao nos osteoclastos (Everts et
al., 2006): exociticos (catepsinas K e L), endociticos (catepsina D) e de ligacdo
membranar (catepsina E). Das catepsinas descritas a catepsina K tem um importante
papel na reabsor¢ao 6ssea dos osteoclastos a baixo pH (Everts et al., 2006).

A catepsina apresenta actividade proteoliticacontra proteinas matriciais Ossea,
sendo que ¢ regulada por MMPs. A remocao do colagénio 6sseo ¢ essencial para a
interligacdo de reabsor¢do e formagdo Odssea, sendo que as MMPs também sdo
importantes neste processo (Goto, Yamaza & Tanaka, 2003).

Chen et al. (2007) verificaram que os osteoclastos ndo sofrem apoptose nem
senescéncia na auséncia de catepsina K, apresentando-se em maior numero pela
diminui¢do dos niveis de p19, p21 e p53. Por outro lado, quando ha uma deficiéncia na
catepsina K os ossos sdo afetados de diferente forma, os ossos longos compensam a
auséncia de catepsina K através das MMPs, enquanto os 0ssos craneanos utilizam outras
enzimas da familia da catepsia K, como a catepsina G que medeia a reabsor¢do pelas

MMPs.

37



Técnicas de regeneragdo de tecidos periodontais

3. FATORES DE CRESCIMENTO E PLAQUETAS

Os fatores de crescimento sdo essencialmente aplicados na regeneracao dos
tecidos atrevs de processos biomiméticos aos ocorridos durante o desenvolvimento
embriondrio e no periodo pos-natal (Kaigler, Cirelli & Giannobile, 2008). Pela
complexidade deste processo surge a necessidade de combinar diferentes fatores de
crescimento de forma a criar um ambiente favoravel a regeneragdo, assim como ocorre
nos processos de reparacao (Kaigler, Cirelli & Giannobile, 2008). Kaigler, Cirelli e
Giannobile (2008) afirmam que a aplicacdo de apenas um fator de crescimento
recombimante induz diversas cascatas moleculares, bioquimicas e morfoldgicas, que
levam a regeneracdo dos tecidos.

Os fatores de crescimento podem ser definidos como mediadores biologicos
naturais que regulam eventos celulares importantes envolvidos na reparagdo e/ou
regeneragdo dos tecidos através da ligacdo aos recetores celulares especificos de
superficie (Kaigler, Cirelli & Giannobile, 2008). Nas células alvo os fatores de
crescimento induzem as vias de sinalizagdo intracelulares, gerando a ativagdo de genes
que alteram a atividade celular e o fendtipo. Importa compreender que o efeito de cada
fator de crescimento ¢ regulado por um complexo sistema de feedback que engloba
outros fatores de crescimento, enzimas e proteinas vinculativas (Kaigler, Cirelli &
Giannobile, 2008).

Na regeneracdo periodontal e oOssea sdo utilizados diferentes materais
biomiméticos como mebranas bio-reabsorviveis e ndo-reabsorviveis, matrizes e
enxertos, gerando um micro-ambiente propicio oara a repovoagao celular da solucdo de
continuidade Ossea e da superficie dentaria, contudo ndo aceleram o0s processos
necessarios que sao precisos no processo de regeneragdo (Matos, 2008).

Os fatores de crescimento iniciam o processo de reparagdo tecidual de forma
local, funcionando como sinais de alerta para a atividade celular promotora da
regeneracdo. A estimulacdo que estes exercem nas células alvo ocorre por ligacdes de
elevada afinidade com os recetores das membranas plasmaticas, causando mensagens
secundarias no interior das células. S3o estas mensagens que promovem a cascata de
eventos celulares que constituem elementos essenciais para o processo de reparagao
e/ou regeneracgdo (Graves, Kang & Kose, 1994).

Na aplicacdo clinica dos fatores de crescimento os sistemas de transporte sao

fundamentais para o sucesso do processo (Raja, Byakod & Pudakalkatti, 2009). Assim,
38



Desenvolvimento

a area de superficie, ou seja, as propriedades da superficie de interagao entre a célula e o
substrato sdo importantes para estudo, uma vez que a cinética de libertagdo deve ser
adequada para o processo de regenragdo, tal como a biocompatibilidade e a degradacao
(Matos, 2008). Os sistemas de transporte de fatores de crescimento mais comummente
utilizados sdo de ceramica a base de fosfato de calcio, enxertos dsseos e polimeros, por
exemplo (Wikesjo et al., 2003).

A tematica da cinética de degradagdo dos fatores de crescimento ainda ¢ um tema
algo controverso, permanecendo a duvida quanto ao tipo de coordenacdo entre a
cinatica de libertagdo e a resposta de cicatrizagdo (Matos, 2008). Por conseguinte, ainda
ndo se conhece se ocorre uma libertagdo rapida ou mais longa e homogénea, ou ainda
uma libertagdo pulsatil ou sequencial e, assm, mais benéfica (Matos, 2008).

Apesar da vasta quantidade de fatores de crescimento existentes, cientificamente
apenas se verifica a aplicabilidade clinica de alguns, sendo desenvolvidos diversos
estudos com vista a determinar os fins terapéuticos destes e as suas fung¢des ao longo do
processo de cicatrizacao (Kaigler, Cirelli & Giannobile, 2008).

Por conseguinte os fatores de crescimento sdo mediadores biologicos peptideos
naturais importantes na regula¢do de varios eventos celulares como a sintese de ADN,
quimiotaxia, diferenciagdo celular e sintese de matriz 6ssea (Anitua, 1999). Tal como
anteriormente referido existem diversos fatores de crescimento, como o fator de
crescimento derivado de plaquetas (PDGF), de transformacao 3 (TGF-p), de fibroblasto
a e b (aFGF e bFGF), semelhantes a insulina 1 e II (IGF-I e II) e proteinas
morfogenéticas do osso (BMPs) (Marx, 1999).

O plasma rico em plaquetas (PRP) trata-se de um hemocomponente rico em
fatores de crescimento colhidos dos granulos-o das plaquetas, como o PDGEF.
Terapeuticamente estes sdo usados na aceleragdo dos efeitos dos fatores de crescimento
contidos nas plaquetas, tratando-se dos principais iniciadores do processo de
regeneragao dos tecidos (Marx et al., 1998).

Anitua (1999) desenvolveu um trabalho para avaliacdo da capacidade regenerativa
do gel plaquetario obtido do PRP utilizado na cirurgia reconstrutiva oral, maxilofacial e
implantodontia comparando-o com enxertos 6sseos. O gel plaquetdrio ¢ uma mistura de
plasma rico em proteinas com trombina e cloreto de célcio (Tischler, 2002).

O PDGF ¢ um componente obtido do soro humano e purificado de plaquetas

humanos. Apesar dos granulos-a plaquetarios tenham implicados como o local principal
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de armazenamento de PDGF alguns autores verificaram que outros tipos celulares

também sintetizam este fator de crescimento (Anitua, 1999; Marx et al., 1998).
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4. TECNICAS DE REGENERACAO OSSEA

O conceito de regeneracao ¢ referente a reproducao ou reconstituicao dos tecidos
danificados ou perdidos, enquanto a reparagdo consiste na cicatrizagdo dos tecidos sem
que ocorra uma verdadeira restauracao da arquitectura e func¢ao dos tecidos (Esposito et
al., 2004).

Importa compreender as diferengas entre os termos regeneracdo € reparacao.
Enquando a regeneragdo ¢ um processo bioldgico que permite restabelcer a arquitectura
e funcdo dos tecidos, a reparagdo ¢ o processo bioldgico que restaura a continuidade dos
tecidos danificados através de outros tecidos que ndo mimetizam a estrutura e fungio
dos anteriores (Esposito et al., 2004).

A regeneracdo periodontal refere-se ao processo de cicatrizagdo apds um
tratamento periodontal, processo pelo qual se obtém tecidos de suporte perdidos, bem
como um novo cemento acelular unido a superficie dentaria subjacente, um novo
ligamento periodontal com fibras de colagénio funcionalmente orientadas e inseridas no
cemento € um novo osso alveolar unido ao ligamento periodontal (Hirooka, 1998). Por
conseguinte, este processo gera uma nova insercao que se pode tratar de uma adesdo
epitelial e/ou adaptacdo ou insercdo conjuntiva, podendo incluir um novo cemento
(Esposito et al., 2004).

Os estudos de regeneracdo dos tecidos de insercdo periodontal iniciaram-se na
década de 80, sendo que desde entdo tém sido utilizadas diferentes abordagens na
tentativa de obter um novo cemento com fibras de colagénio integradas, um novo
ligamento periodontal e um novo osso alveolar (Sculean et al., 2006).

A regeneragdo Ossea permite a recuperagdo do volume de perda 6ssea com base
nos principios da osteogénese, osteoindugdo e osteocondugdo. Na osteogénese verifica-
se a formagdo de tecido 0sseo novo, ocorrendo quando os osteoblastos e as células
percursoras de osteoblastos vidveis sdo transplantadas no enxerto. As céulas percursoras
de osteoblastos sdo as principais responsaveis pela formagao dssea nos defeitos. Por sua
vez, a osteoindugdo verifica-se quando a formacgao 6ssea ¢ induzida pela a¢do de células
osteogénicas ou fatores de crescimento a partir do material de enxerto. Os materiais que
apresentam capacidade osteoindutora recrutam células percurssoras de osteoblastos para
o interior do mateial induzindo a proliferacdo e diferenciagdo das células com
capacidade de regeneracdo. Por fim, o processo de osteocondugdo representa a

capacidade fisica do material de enxerto funcionar como guia na neurovascularizagao e
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crescimento de células percursoras osteoblasticas para o interior do defeito Osseo
(Goldberg & Akhavan, 2005).

Os trés mecanismos de formacdo Ossea por norma ocorrem em conjunto. Lang,
Araujo e Karring (2005) demonstram que muito dificilmente ocorre osteogénese sem
osteoindugdo e osteoconducao uma vez que poucas cé€lulas sobrevivem depois de
colocacdo do enxerto no leito recetor. Por conseguinte, o material enxertado ¢ invadido
por células do hospedeiro que se diferenciam em osteoblastos e todo o processo de
regeneragdo Ossea pressupde que existe uma fonte de células formadoras de osso ou
células percursoras, um estimulo osteoindutor que promove a diferenciagdo de células
osteoprogenitoras em osteoblastos e forma o o0sso, ¢ um meio osteocondutor que
permite a proliferacdo de células transplantadas e a diferenciagdo de células
osteoprogenitoras em osteoblastos.

No processo de regeneracdo existem diversos fatores que influénciam a eficacia
de todo o processo, tais como os fatores do hospedeiro, dentarios, do defeito, fatores
locais e cirurgicos.

Alguns dos fatores do hospedeito sdo os fatores psicologicos, comportamentais e
genéticos, sendo que um dos fatores mais importantes pela sua influencia negativa ¢ o
tabagismo (pela alteracdo na funcdo fibroblastica), diminuicdo da micro circulacao
periodontal e dos niveis de IgG e aumento dos agentes patogénicos (Tonetti, Pini-Prato
& Cortellini, 1995).

Por sua vez, os fatores dentarios podem comprometer o tratamento regenerativo
como a mobilidade dentdria horizontal basal que influencia negativamente o processo
(Kornman & Robertson, 2000). Assim como os defeitos sdo importante no processo
regenerativo da RTG, sendo o potencial regenerativo semelhante em defeitos com
diferentes profundidades mas varia consoante a largura do defeito.

O local do defeito ¢ importante na previsibilidade da RTG, como ¢ o caso de
locais onde se encontram pérolas e projecdes de esmalte cervical, que devem ser
removidos antes de iniciar o tratamento (Tonetti, Pini-Prato & Cortellini, 1995).

Durante o procedimento cirurgico devem ser tomadas algumas medidas de
prevengdo de forma a evitar reac¢des adversas, essencialmente com a aplicagdo de
membranas nao reabsorviveis, sendo o principal problema a exposi¢do da membrana e
verifica-se uma reducdo de problemas com a preservagdo dos tecidos interdentarios

(Tonetti, Pini-Prato & Cortellini, 1995).
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4.1 — Regeneracio 0ssea guiada

A regeneracao ossea guiada (ROG) tem como principal objetivo a utilizacao de
um material temporario com um ambiente adequado, permitindo que o proprio
organismo cicatrize e regenere os tecidos em falta. Este processo ¢ uma regeneragao
Ossea que resulta das ligagdes planeadas e corretamente efetuadas (Buser et al., 1996).

Hammerle e Jung (52003) afirma que a principal carateristica da ROG ¢ a
utizacdo de membranas para proteger a area de falha do osso, assim como enxertos em
bloco e/ou em particulas, ajudando assim a formag¢ao de osso novo.

Para obter os resultados pretendidos com a ROG Buser et al. (1996) consideram
ser necessario:

» O tecido mole deve ter sofrido uma cicatrizagdo primaria através de uma
técnica de incisdo lateral para evitar a exposi¢do da membrana;

» Evitar que a membrana colapse formando um espaco de suporte com a
utilizagdo de enxertos Osseos ¢/ou material osteocondutores;

» Obter estabilidade e firmeza pela utilizagdo de pinos na adaptacdo da
membrana ao osso de suporte, pelo que as células nao-osteogénicas nao
proliferam para a area a regenerar;

» Deve esperar seis meses até se verificar a completa regeneracdo e
maturagdo Ossea.

O osso cortical deve ser perfurado até¢ a medula na zona do defeito, estas micro
perfuragdes corticais sdo essénciais para que haja sucesso, de forma a melhorar o
suprimento sanguineo. Devem ser tomadas precau¢des redobradas com a higiene oral
para controlar a placa bacteriana.

Segundo Lindhe, Karring e Araujo (2008) o resultado final da ROG ¢ fortemente
influenciado pela morfologia dos tecidos moles nos locais onde se pretende formar novo
0ss0, pelo que a estética em zonas anteriores ¢ muito importante. Por outro lado a
quantidade de tecido mole também interfere na formagdo dssea e em casos onde o
espaco a regenerar ¢ mais extenso do que a cobertura possivel de tecidos moles deve-se,
primeiro, regenerar os tecidos moles e, depois, efeturar a ROG.

A ROG pode apresentar alguns problemas como defeitos dos tecidos moles, o
nivel da gengiva dos dentes circundantes, o genotipo gengival, e os traumas e patologias

dos tecidos que revestem o defeito (Lindhe, Karring & Araujo, 2008).
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Uma das desvantagens da ROG ¢ a necessidade de haver uma cobertura adequada
de tecido mole, dado que em casos de necrose dos tecidos de cobertura verifica-se a
perda do enxerto na maioria dos casos (Nemcovsky & Serfaty, 1996).

Pela avaliagdo histologica de bidpsias Smukler, Landi & Setayesh (1999)
verificaram a existéncia de mais quantidade de osso vital formado nas areas com ROG
quando comparado com areas onde ocorreu uma cicatrizagdo espontanea.

Na ROG podem ser utilizadas diferentes membranas. O principal papel das
membranas ¢ impedir a invaginagdo do tecido conjuntivo na zona a regenerar, enquanto
o peridsteo se mantem na superficie externa da membrana. Mais tarde, para que apenas
as cé¢lulas do osso em volta interajam € necessario colocar um retalho mucoperidsteo
(Buser et al., 1996).

As membranas utilizadas na ROG podem ser produzidas a partir de diversos
materiais como laminas de titdnio, fiscia congelada a seco, enxertos de dura-méter
congelada a seco, politetraflouretileno, politetraflouretileno expandido, colagénio,
poligalactina e malha fina de titdnio, por exemplo. Para que estes materiais sejam
viaveis para a producdo de membranas devem apresentar integridade tecidular e
oclusividade celular, ser estaveis relativamente a sua biocompatibilidade, ter a
capacidade de manter o espaco e ser de facil manuseamento (Hardwick et al., 1994). Por
sua vez, quando as membranas sao biodegradaveis e absorviveis os materiais ndo devem
reagir, ou reagir o minimo possivel, com os tecidos adjacentes no momento da sua
reabsor¢ao.

As membranas sdo essencialmente utilizadas na ROG com colocagdo de implantes
em casos de defeitos nos alvéolos pos-extracionais, fenestragdes dsseas e deiscéncias,
em casos onde € necessario o aumento 0sseo vertical e horizontal bem como a elevagao
do seio maxilar (Buser et al., 1996).

Um dos principais problemas associados a utilizacdo de membranas € o seu
colapso e o risco de infecgdo local de exposicdo, bem como o incompleto
preenchimento 6sseo (Hammerle & Jung, 2003).

Em comparagdo as membranas reabsorviveis podem ser mais vantajosas do que as
ndo reabsorviveis pois eliminam o risco da exposi¢do da membrana ndo reabsorvivel e a
necessidade de uma segunda interven¢ao para a remover. Simion et al. (1996)
verificaram que as membranas nao reabsorviveis, especificamente a PTFE-e,
apresentam uma melhor regenera¢do 6ssea pois criam melhores espacos € conseguem

manté-los melhor, visto que proporciona mais dificuldade na adesdo celular e a periferia
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da membrana promove a adesdo celular, excluindo assim de forma seletiva a migragao
das células epiteliais e gengivais e favorecendo a integracdo do tecido conjuntivo
periférico e do osso alveolar (Villar & Cochran, 2010). Villar e Cochran (2010)
descreveram alguns problemas associados a utilizagdo de membranas nao reabsorviveis
de PTFE-e como a exposi¢do espontanea da membrana, consisténcia firme e memoria
elastica que diminuem a sua capacidade de se adaptar ao defeito mas que possibilitam o
seu desempenho bioldgico.

Dado que as membranas descritas necessitam de um segundo procedimento
cirurgico para a sua remog¢do, foram desenvolvidas as membranas reabsorviveis na
perspetiva de eliminar esta segunda intervengdo. Atualmente sdo utilizados diferentes
materiais, todos eles biocompativeis e com capacidade de exclusdo celular, bem como
com a capacidade de formar espagoes que permitem o crescimento ¢ aderéncia
periodontal.

O principal material utilizado na produ¢do de membranas reabsorviveis ¢ o
colagénio pela sua presenca fisioldgica nos tecidos periodontais, assim as membranas
funcionam de forma semelhante a uma estrutura que mimetiza os tecidos de
regeneragdo. Por outro lado, esta substancia aumenta a proliferacdo de fibroblastos que
forma uma barreira para as cé€lulas epiteliais € promovem a homeostase, promovendo a
angiogénese € o crescimento dos tecidos no defeito. Ja a sua reabsor¢do ¢ efetuada
através de enzimas e de macrofagos e neutrofilos (Lindhe, Karring & Aratjo, 2008).

Villar e Cochran (2010) referem algumas das desvantagens da utilizacdo de
membranas reabsorviveis como a falta de visibilidade quando molhadas, nos defeitos
intradsseos frequentemente colapsam e podem causar reaccoes alérgicas locais.

Por todos os factos expostos ¢ possivel aferir que ainda ndo existe uma membrana
Optima para regeneragdo periodontal, isto é, as membranas de PTFE-e podem sofrer
uma exposi¢ao espontanea na cavidade oral comprometendo a regeneracao e necessitam
de uma segunda intervengao para a sua remocao, enquanto as membranas reabsorviveis
apresentam propriedades limitadas e a sua degradacdo favorece o processo de
inflamagao e prejudica a regeneragao.

De acordo com Caffesse et al. (1997) no pds-operatério a inflamagdo dos tecidos
moles pode recobrir a membrana e ¢ um fendmeno mais frequente nas membranas nao
reabsorviveis. O processo inflamatdério pode acumular agentes patogénicos que causam

uma neoformacao dos tecidos que prejudica o processo de regeneracao.
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4.2 — Proteinas derivadas da matriz de esmalte

As proteinas derivadas da matriz do esmalte (PDME) tratam-se de uma matriz de
esmalte composta por varias proteinas como a amelogenina, amelina, enamelina, uma
proteina sulfatada e a tuflelina (Hammarstrom, 1997).

A maioria da matéria organica da matriz do esmalte, aproximadamente 90%, ¢
constituida pelas proteinas hidrofoébicas amelogeninas. Estas estdo organizadas em
agregados macromoleculares e formam uma matriz insolavel, extracelular, que age
como o controlo da organizacao da estrutura dos cristais de hidroxiapatite que se estdo a
desenvolver (Lyngstadaas et al., 2009).

Histologicamente verifica-se que a amelogenina ¢ depositada na superficie
radicular antes da formagao do cemento, sendo que anteriormente esta era considerada
uma proteina especifica do esmalte, e que seria responsavel pela diferenciacdo dos
tecidos periodontais.

Quando a PDME ¢ aplicada na superficie de uma raiz exposta as suas proteinas
agrupam-se formando uma matriz tridimensional que cria um ambiente propicio para a
migracao e fixacdo seletiva das células periodontais, permitindo desta forma o
restabelecimento dos tecidos de suporte dentario perdidos. Assim, o osso alveolar pode
ser regenerado com a formagdo de novas ligacdes pela capacidade osteogénica do
ligamento periodontal (Bosshardt et al., 2005).

As PDME surgiram no mercado em 1997 para o tratamento periodontal
regenerativo, pela sua capacidade regenerativa comprovada em diversos estudos que
demonstraram histologicamente melhorias significativas, apdés a sua utilizacdo
(Bosshardt et al., 2005).

Sculean et al. (2008) demonstraram que a utilizagdo de Emdogain® (composto
comercial de PDME) em cirurgia periodontal regenerativa melhora a formagao de uma
nova inser¢ao, verificando-se a presenca de cemento celular e/ou acelular com fibras de
colagénio inseridas e osso alveolar recém-formado. O processo de regeneragdo com este
composto ¢ iniciado com a sua reabsor¢do no processo de cicatrizacdo, permanecendo
somente uma camada natural, insoluvel, na superficial radicular que estimula as células
produtoras de cemento como interface dente-tecidos adjacentes, prevenindo desta forma
o crescimento epitelial exagerado (Bosshardt et al., 2005).

Numa fase inicial atribuia-se como fun¢ao a matriz de esmalte regular a iniciagao,

propagacdo, terminacdo ¢ maturacdo dos cristais de hidroxiapatite do esmalte. Mais
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tarde constatou-se que esta matriz também apresenta uma fungdo extrinseca ao
desenvolvimento do esmalte, isto é, a PDME interfere na formagdo de cemento acelular
e na inser¢ao do ligamento periodontal durante o desenvolvimento radicular.

Sculean et al. (2001) demonstraram o potencial biolégico das PDME e propdem a
tese de que estas promovem a regeneracao periodontal por uma grande diversidade de
efeitos como:

» Supressdo da proliferagdo de células epiteliais;

» Libertagdo de fatores de crescimentos pelos fibroblastos do ligamento
periodontal;

» Efeito antimicrobiano.

As PDME influenciam significativamente o comportamento de diversos tipos
celulares através da mediacao da adesao celular, ativagao, proliferacao e sobrevivéncia,
tal como a expressao de fatores de crescimento, citocinas, constituintes da matriz
extracelular e outros componentes moleculares que interferem com a regulagdo da
remodelagdo dssea (Bosshardt et al., 2005).

Para uma boa cicatrizacdo/regeneragdo do tecido periodontal ¢ necessario a
inibicdo da migracdo de células epiteliais para a superficie radicular, uma vez que a sua
presenca impede o normal restabelecimento da arquitetura periodontal. Nesta area as
PDME atuam na proliferacdo, adesdo, biossintese e formacdo de nodulos de
mineralizacdo e de fibroblastos do ligamento periodontal que inibe o processo
migratorio (Hammarstrom, 1997).

Por outro lado o Emdogain® apresenta propriedades osteocondutoras,
osteoindutoras e osteogénicas, assim como diminui a expressdo de mediadores
inflamatorios e linfocitos B (Petinaki et al., 1998).

As PDME, in vitro, podem modular o comportamento de diversas células, como
anteriormente referido. Esta influéncia pode ocorrer pela regulacdo dos niveis de cAMP,
induzindo a sintese e secre¢ao de fatores de crescimento como TGFf e IL6, fibroblastos
do ligamento periodontal e, consequentemente, estimula a proliferagio de pré-
osteoblastos e a diferenciacdo de osteoblastos imaturos (Lyngstadaas et al., 2008). Nos
osteoblastos a indu¢do de osso multipla acompanhado a mineralizagdo, refletido no
metabolismo 6sseo, como a sialoproteina dssea, osteocalcina e fosfatase alcalina. Nao
obstante ainda ndo se conhece o mecanismo especifico da atuagdo das PDME sobre as

células.
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4.3 — Plasma rico em plaquetas

O plasma rico em plaquetas (PRP) surgiu na década de 90 em gel de plaquetas.
Este tem como principal fungdo a regeneracdo ossea (Dusse et al., 2008). As plaquetas
sdo fragmentos citoplasmaticos anucleados cuja principal fun¢do ¢ a formagdo de
coagulos e a libertagdo de fatores de crescimento, pelo que € imprescindivel no processo
de coagulacao sanguinea. J& o PRP ¢ uma concentragdo de plaquetas num pequeno
volume de plasma, muito utilizado na odontologia para acelerar a regeneracdo Ossea,
auxiliando na reconstru¢do de rebordos alveolares e reconstrugdo de defeitos dssecos
(Nagata et al., 2010).

O PRP ¢ uma alteragdo da chamada cola de fibrina obtida pela centrifugagdo do
sangue do proprio paciente (Desarda et al., 2013) que contém fatores de crescimento que
interferem com a cicatrizacdo, pelo que ¢ importante no mecanismo de reparagdo dos
tecidos (Albanese et al., 2013). Este ¢ aplicado na forma de gel, obtido pela mistura de
PRP (obtido a partir do paciente através da centrifugacdo de sangue), trombina e cloreto
de célcio (Albanese et al., 2013).

Apesar dos bons resultados biologicos apresentados pelo PRP existem algumas
limitagdes associadas a sua aplicagdo (Desarda et al., 2013). A trombina, por norma tem
origem bovina, e pode desencadear uma resposta imunitiria, com produgdo de
anticorpos, quer anti trombina como anti fatores V e XII, com o risco de alteragdes no
processo de coagulacdo. Por outro lado, existe ainda a possibilidade de desencadear uma
reacdo imunitaria de corpo estranho pela presenca de fator V na trombina utilizada
(Desarda et al., 2013).

De forma a contornar as restri¢cdes legais associadas ao manuseamento de sangue
e para diminuir as limitagdes do PRP foram desenvolvidos uma nova familia de
concentrados plaquetarios. Estes englobam a preparagdao de um material que nao € cola
nem fibrina, nem um concentrado plaquetdrio tradicional, eliminando os riscos
associados ao uso de trombina bovina (Sunitha & Munirathnam, 2008). Neste novo
protocolo o sangue colhido ndo adicionado a anticoagulantes ¢ imediatamente centrifugado,
permitindo a recolha do coagulo de fibrina rica em plaquetas ¢ leucocitos (Ehrenfest,

Rasmusson & Albrektsson, 2008).
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4.4 — Enxertos 0sseos

Um enxerto 6sseo ¢ um transplante de osso vivo ou ndo vivo de uma area dadora
para uma area recetora. Existem diferentes tipos de enxertos, autdégenos quando o
material ¢ transplantado de um local para outro no mesmo individuo, aloenxerto quando
0 0sso ¢ obtido de um individuo geneticamente diferente mas da mesma espécie e
xenoenxerto quando o material ¢ transplantado entre espécies diferentes de um
individuo para outro (Hammerle & Karring, 1998).

Os enxertos autdgenos sao os mais aplicados pelas suas propriedades
osteogénicas, osteocondutoras e osteoindutoras, tal como pela sua biocompatibilidade,
ndo transmissdo de doencas e retencdo de osteoblastos. Contudo, estes apresentam
morbilidade relacionada com o local dador, disponibilidade imediada, maior tempo de
cirurgia ¢ mais perda sanguinea durante o procedimento cirirgico (Sutherland &
Bostrom, 2005). Estes enxertos podem ser colhidos em locais dadores intra ou extra-
orais, sendo que por norma sao coletados na sinfise mandibular. A vantagem primordial
dos enxertos intra-orais ¢ a proximidade com o local recetor e a morbilidade diminuida
relativamente aos extra-orais, porém a quantidade de osso disponivel ¢ limitado e em
alguns casos a area dadora pode interferir com o plano cirargico pela proximidade
(Louis, 2011). Assim, quando ¢ necessario uma grande area de enxerto este deve ser
coletado da crista iliaca, calvaria ou tibia (Louis, 2011).

Estes enxertos podem ser efetuados em bloco ou de forma particulada, sendo que
estes ultimos apresentam melhor revascularizagdo mas € necessario aplicar uma
membrana que suporte o enxerto, sem que esta seja comprimida em demasia para
minorar o risco de reabsor¢do. Por sua vez, os enxertos em bloco devem apresentar
porosidades elevadas que permitam melhorar a revascularizagdo. Assim, os enxertos em
blocos apresentam mais vantagens do que os enxertos particulados pois modelam-se
melhor a drea que se pretende regenerar e possibilitam um melhor suporte para um
implante, tal como uma melhor osteointegragao.

Para evitar as complicagdes associadas aos enxertos autdgenos, os aloenxetos
podem ser uma alternativa. As principais vantagens sao a facilidade de manuseamento,
grande quantidade de material disponivel, baixo custo e morbilidade diminuida,
evitando a cirurgia em local dador de osso. A principal desvantagem destes enxertos ¢ a
transmissdo de doencgas infeciosas e o processo de incorporagdo ¢ mais lento do que o

osso autogeno devido a reagdo imunoldgica do paciente (Gomes et al., 2008). Os
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enxertos alogenos podem ser obtidos a partir de cadaveres humanos, como em bancos
de ossos, e podem ser enxertos frescos-congelados, secos-congelados, frescos-
congelados desmineralizados e criopreservados, com processamentos € armazenamentos
distintos (Barone et al., 2009).

O enxerto de osso fresco congelado nao ¢ utilizado frequentemente por apresentar
mais risco de rejeicdo e de transmissdo de doengas (Lyford et al., 2003). Os enxertos
secos-congelados e frescos-congelados desmineralizados sdo mais utilizados pelo seu
potencial osteoindutivo, mas estes perdem estabilidade mecanica e precissam de
material de suporte quando o defeito 6sseo nao € bem delimitado.

Os xenoenxertos incluem minerais 6sseos de animais ou derivados de corais e
algas na forma de carbonato de célcio, sendo que o osso bovino desproteinizado é o
material de eleicdao (Long et al., 2012).

Os substitutos 0sseos aloplésticos sdo biomateriais sintéticos derivados do calcio
que incluem fosfato de calcio, sulfato de calcio, vidro bioativo e polimeros. Este varia
na sua estrutura quimica e fisica e podem ser reabsorviveis ou nao reabsorviveis. Os
materiais mais utilizados sdo a hidroxiapatite , o fosfato tricélcio e o fosfato de calcio
bifésico, sendo este uma mistura entre os dois primeiros. Os dois primeiros estdo menos
indicados para tratar a zona estética uma vez que sao de rapida reabsor¢do e substitui¢dao
por novo osso (Hallman & Thor, 2008). Tanto a hidroxiapatite como o fosfato de célcio
bifasico e o carbonato de cdlcio tétm uma boa biocompatibilidade, osteocondugdo,

deposicao Ossea direta na superficie do material e ndo apresentam reagdes adversas.

50



Desenvolvimento

5. FATORES DE CRESCIMENTO NA PERIODONTOLOGIA

Os fatores de crescimento sdo libertados pelas plaquetas, e outras células, para
promover a proliferagdo e migragdo celular, formando novos vasos sanguineos e
granulagdo de tecidos fundamentais para a reparagdo de lesdes (Suzuki, Morimoto &
Ikada, 2013).

Quando estdao em fase de remodelagdo ou reparacdo os fatores de crescimento
estdo presentes em muitos tecidos, com um papel fundamental nos processos de
proliferacdo celular, diferenciacdo, quimiotaxia ¢ formacdo da matriz (Howell &
Fiorellini, 1997). Depois da ativacdo plaquetdria os fatores de crescimento sdo
libertados e tém a capacidade de formar tecido pela iniciagdo e modulagdao da ferida,
quer em tecidos duros como em tecidos moles.

Nos granulos o das plaquetas podem-se identificar os seguintes fatores de
crescimento (Bennett & Schultz, 1993):

» Fator de crescimento derivado das plaquetas;
Fator de crescimento transformado—f3;
Fator de crescimento endotelial vascular;

Fator de crescimento tipo insulinico;

vV V VYV V

Fator crescimento fibroblastos;
» Fator de crescimento epidérmico.

Todos os fatores descritos actuam localmente e a estimulagao celular ¢ feita por
um sistema autocrino, isto ¢, as c€lulas produzem e respondem a mediadores bioldgicos
ou através de um sistema pardcrino pelo qual a célula produtora do fator encontra-se na
proximidade das células que afeta (Everts et al., 2006).

O mecanismo de acdo inicia-se com a sua unido a recetores especificos da
membrana. Para cada classe de fatores de crescimento ha um recetor ou conjunto de
recetores especificos e as células respondem a um fator de crescimento somente quanto
tém a sua disposi¢do a proteina recetora adequada. Estes fatores constituem o estimulo
necessario para iniciar a cascata de eventos celulares que resulta em diferentes fungdes.
Todo o processo ¢ mediado por um sistema de segundos mensageiros onde também
intervem a proteina tirosina. Por tudo isto a a¢do dos fatores de crescimento na zona da
lesdo prolonga-se mesmo quando ja ndo estdo presentes no meio (Everts et al., 2006).
Suzuki et al. (2013) denotaram o interesse da adicdo exogena de fatores de crescimento

para acelerar o processo normal de cicatrizagao.
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O fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF) exerce efeito nas células
levado pela ativagdo dos recetores o ¢ B que se relacionam estruturalmente com a
proteina tirosina quinase e expressam sinais mitogénicos potentes (Lynch et al., 1991).
As atividades especificas deste fator sdo a mitogénese, angiogénese e ativacao de
macrofagos, com o desbridamento da area da ferida e, depois, a fonte de fatores de
crescimento para a reparacao continua e regeneragao ossea.

O PDGF promove a neoformacgdo tecidular pela sua ligagdo a recetores
especificos  que se encontram em células do ligamento periodontal e células dsseas,
estimulando a replicacdo do ADN e a quimiotaxia destas células (Mumford, Carnes &
Oates, 2001).

Num modelo experimental de RTG modulada por PDGF desenvolvido por Cho,
Lin e Gencoe (1995) os autores consideraram que inicialmente ¢ fundamental verificar
de onde provém os fibroblastos utilizados na reparagdo periodontal, qual a sua
proliferacdo e migracdo no processo inicial de cicatrizagdo dos defeitos. Posteriormente,
os fatores de crescimento foram selecionados de acordo com a sua efetividade de
regeneracdo periodontal, avaliando os seus efeitos quimiotéticos, sintese de colagénio,
proliferativos e de diferenciacdo in vitro. Por fim, os autores consideram que ¢
vantajoso proceder a desmineralizacao da superficie radicular antes de adicionar o fator
de crescimento. Este procedimento demonstrou que o tecido conjuntivo € inserido
precocemente mesmo sem existir uma barreira mecénica, pelo que a intervengao
cirirgica ¢ reduzida e a quimiotaxia e a proliferacao de fibroblastos ¢ beneficiada.

O fator de crescimento transformado (TGF) surgiu na década de 80 pelo
isolamento de polipeptideos de células transformadas quer por virus como
quimicamente (Roberts et al., 1992). Roberts et al. (1992) verificaram que o TGF-
induz a angiogénese e fibrose, bem como estimula a sintese de colagénio, pelo que
interfere no processo de regeneracao tecidular. Mais ainda, este fator de crescimento
interfere com a producao de matriz celular 6ssea e interfere com a natureza da matriz,
sendo que as células osteoblasticas perdem na presenca deste fator de crescimento
propriedades morfoldgicas e diminuem a atividade da fosfatase alcalina.

O fator de cerscimento endoteliar vascular (VEDF) ¢ conhecido por se tratar de
um importante mitogénico especifico das células endoteliais vasculares, funcionando
como indutor da angiogénese e regulador da neovascularizagdo na presenca de

alteracdes fisioldgicas. Nas alteracdes periodontais este fator ¢ importante na presenga

52



Desenvolvimento

de inflamagdo, uma vez que interfere com a expansao vascular e com a progressao da
inflamacao (Suthin et al., 2003).

O fator de crescimento insulinico (IGF) estimula a sintese de ADN e proteinas
colagénicas e nao colagénicas Osseas (Canalis, 1980), interferindo na capacidade de
regulagao da formagdo 6ssea. Graves, Kang e Kose (1994) verificaram que o IGF-1
influéncia a atividade do ligamento periodontal e o metabolismo 6sseo pela quimiotaxia
para os fibroblastos do ligamento e outras células progenitoras, ¢ um mitogénico sobre
os osteoblastos e fibroblastos do ligamento periodontal e estimula a sintese da matriz
extracelular. Nao obstante, de forma isolada este fator nao influéncia o processo de
cicatrizagdo, pelo que a sua aplicagdo deve ser associada a outros fatores de
crescimento, como o PDGF (Graves, Kang & Kose, 1994).

O fator de crescimento de fibroblastos (FGF) estimulam células como os
fibroblastos, condroblastos e osteoblastos, entre outras, estimulando a atividade
quimiotatica e mitogénica das células do ligamento periodontal (Graves, Kang & Kose,
1994). Este fator de crescimento demonstra importantes propriedades angiogénicas
tornando-se importante na media¢ao da formacao de tecido de granulagao.

Por fim, o fator de crescimento epidérmico (FGE) tem como principal funcdo a
regulacdo e estimulagdo da proliferagao e diferenciacao dos epitélios, essencialmente.

A utilizagdo de fatores de crescimento apresenta alguns problemas associados ao
seu curto tempo de semi-vida que provoca a sua degradagao rapida (Ivanovski, 2009).
No combate deste problema a terapia genética revela-se vantajosa, pois pela
transferéncia de genes disponibiliza locais de fatores de crescimento. Nao osbtante,
ainda nao existem muitos estudos acerca da viabilidade da terapia genética, sendo
necessario produzir mais provas da sua eficacia e seguranga (Ivanovski, 2009).

Por outro lado, as técnicas cirargicas dos defeitos periodontais sdo imprevisiveis e
a engenharia de tecidos apresenta-se como uma solugdo viavel através da producao de

tecidos periodontais em condi¢des controladas (Ivanovski, 2009).
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5.1 — Novas abordagens terapéuticas

As terapias de regeneracao dssea tradicionais em periodontologia t€ém apresentado
algumas limita¢des devido a severidade da doenca e de fatores locais e sistémicos, por
exemplo. Numa tentativa de ultrapassar estes defeitos tém sido desenvolvidas novas
técnicas de engenharia dos tecidos com base em células estaminais.

As células estaminais sdao células indiferenciadas com capacidade de
autorenovagao e diferenciagdo, in vivo e in vitro, originando multiplas linhas celulares.
Estas células podem diferenciar-se em qualquer célula especializada desde que sujeita
aos estimulos certos (Kim et al., 2009).

De acordo com Kawaguchi et al. (2004) as células mesenquimatosas da medula
ossea (MSCs) podem acelerar o processo de regenera¢do do tecido periodontal. Estes
autores autotransplantaram MSCs em defeitos experimentais e concluiram que os
defeitos do grupo de teste foram regenerados por cemento, ligamento periodontal e osso
alveolar. Considera-se que as MSCs da medula 6ssea transplantadas diferenciam-se nos
fenotipos das células danificadas sob a influéncia de fatores relacionados com o
hospedeiro. Os resultados a longo prazo da regeneragdo de tecidos funcionais dependem
das interacdes entre as MSCs e o microambiente, sendo que o microambiente das MSCs
engloba muitas citoquinas, fatores de crescimento dissoliiveis e matriz extracelular e sao
estes que conduzem a diferenciagcdo das células transplantadas em células funcionais
especificas.

Kramer et al. (2004) encontraram um aumento significativo na expressao de
osteocalcina e osteopontina pelas células estaminais, bem como uma diminuig¢ao
significativa da expressdo de sialoproteina ossea, elementos carateristicos do ligamento
periodontal. No seu estudo, os autores concluiram que as células estaminais
mesenquimatosas com o contato com fatores do ligamento periodontal obtém
carateristicas semelhantes (Kramer et al., 2004).

Mais recentemente Zhao et al. (2008) demonstraram que varios fatores de
crescimento foram essenciais para o desenvolvimento, maturagdo, manutengdo e
restauracdo dos tecidos periodontais, pois criam um microambiente periodontal
favoravel ao crescimento de células e tecidos.

Ainda ndo ¢ conhecido o mecanismo exato pelo qual as MSCs se diferenciam em
cementoblastos, osteoclastos e fibroblastos do ligamento periodontal. Sabe-se que os

fatores relacionados com o hospedeiro influénciam as MSCs transplantadas a
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diferenciarem-se em diversas células de tecidos conjuntivos. Mais ainda, sabe-se que o
microambiente e o tecido circundante fornecem ndo s6 os nutrientes como os fatores de
crescimento e matrizes extracelulares e promovem a diferenciacio das MSCs
(Hasegawa et al., 2006).

Kawaguchi et al. (2004) afirmam que a medula Ossea pode representar uma
alternativa de MSC na doenca periodontal, pois as células estaminais do estroma
medular (BMSC) demonstram ser capazes de reproduzir os tecidos periodontais e
consertar os defeitos e, in vivo, formam ndo s6 cemento como osso alveolar e ligamento
periodontal. Por conseguinte, as BMSC podem-se diferenciar em diversas linhagens
celulares, conseguindo produzir quantidades significativas de osso novo e de ligamento
periodontal com a largura adequada. Hasegawa et al. (2006) verificaram que um novo
cemento e ligamento periodontal preencheram uma superficie radicular praticamente
sem nada, mas ndo conseguiram obter a completa reconstru¢do do osso alveolar.

Alguns autores consideram que as BMSC nao sdo adequadas para utilizagdo na
engenharia de tecidos pelo facto do seu niimero reduzir com o avanco da idade do
individuo e que as células estaminais do tecido adiposo podem também induzir a

producdo de linhagens odontogénicas (Liu et al., 2007).
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CONCLUSAO

As técnicas de regeneracao dos tecidos periodontais sdo reguladas ndao s6 em
termos celulares como a nivel molecular. As terapias até agora desenvolvidas e
aplicadas na pratica clinica ndo sdo lineares, isto ¢, ¢ impossivel prever de forma
absoluta a maneira como a regeneragdo dssea ird ocorrer pois estas ndo atuam a nivel
molecular, por exemplo.

As principais limitagdes encontradas nas terapias em pratica foram a incapacidade
de controlar a formacgao de epitélio juncional longo e de isolar o local a tratar do meio
oral prevenindo contaminagdes, a restricdo de regeneragdo aos tecidos Osseos sem
atender ao cemento e fibras, a incapacidade de definir especificamente os fatores de
crescimento e diferenciagdo necessarios, ¢ haver infecdo da membrana, enxerto ou do
material regenerativo utilizado.

A regeneragdo dos componentes duros € moles deve ser coordenada e integrada
pois o tecido conjuntivo insere-se no cemento € no 0sso. Assim, as novas abordagens
direcionam-se para a biologia celular e molecular, mas ainda ndo se compreende
totalmente a integracdo dos componentes necessarios para que a forma, integridade e
func¢do dos tecidos seja alcangada.

Os enxertos 0sseos € a regeneracdo Ossea guiada sdo das técnicas mais aplicadas
em lesdes periodontais, sendo que pela sua efetividade, simplicidade e baixo custo ¢
muitas vezes utilizado o plasma rico em plaquetas e as proteinas derivadas de esmalte.
Todas as técnicas descritas apresentam vantagens e limita¢des e cabe ao médico dentista
avaliar a lesdo e decidir qual a melhor técnica a aplicar.

Nos utltimos anos tém surgido diversos estudos que procuram avaliar a aplicagao
de células estaminais nas mais variadas areas. As células estaminais derivadas da
medula d6ssea reproduzem a regeneragdo periodontal pretendida, formam um novo
cemento, ligamento periodontal e osso alveolar. Nao obstante, a dor da colheita de
medula, morbilidade e reduzido niimero de células levou a procura de alternativas,
surgindo as células estaminais de origem intra-oral.

Atualmente ndo se conhece os mecanismos de atuagdo para a diferenciagdo das
células estaminais em cementoblasdtos, osteoblastos e fibroblastos do ligamento

periodontal. Por conseguinte, apesar de promissoras devem ser desenvolvidos mais
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estudos para compreender o papel especificos das células estaminais no processo de

regeneragao.
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