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Resumo

O mecanismo de regeneracdo 0ssea e a sua integracdo na normal fisiologia do tecido
0sseo tém sido intensamente investigados. Neste ambito, na década de 1960, foram descobertas
as BMPs (Bone Morphogenetic Protein — Proteinas morfogénicas do 0sso), pertencentes a
superfamilia TGF-B, revelando desde inicio grande potencial indutor da regenera¢do dOssea. A
sua aplicacdo em Medicina Dentéria tem sido intensamente abordada e a sua abrangéncia tem-se
revelado cada vez maior, assim como a complexidade inerente ao seu funcionamento.

No presente trabalho pretende estabelecer-se uma elucidagcéo do seu mecanismo de accéo,
assim como uma breve referéncia a alguns processos e intervenientes na regulacdo da sua
actividade biologica. Pretende-se também realizar uma exposicdo de estudos realizados in vitro,
in vivo com recurso a modelos animais como ratinhos, ovelhas e cées, e finalmente ensaios
clinicos realizados em pacientes humanos, numa tentativa de integracdo das suas propriedades e

aplicacdes em Medicina Dentaria.

Palavras-chave: Proteinas Morfogénicas do Osso, Regeneracio Ossea, Medicina Dentaria.
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Abstract

The process of bone regeneration and its integration in the normal bone physiology have
been intensely investigated. Accordingly, in the 1960’s, the biological properties of BMPs (Bone
Morphogenetic Proteins), members of the TGF-B superfamily, have been established within bone
regeneration procedures. The application of BMPs in Dentistry has been greatly addressed and
the functional extent of the BMPs has been increased over the years, as well as its complexity
inherent to bone regeneration mechanisms.

The present work is intended to shed light on BMP function, as well as on some of the
processes and participants in the regulation of their biological activities. Following, a
presentation of studies developed in vitro, in vivo with rats, sheep and dogs, and finally clinical
trials with human patients, in an attempt to integrate the BMP properties and applications in

Dentistry, has been portrayed.

Key-words: Bone Morphogenetic Proteins, Bone Regeneration, Dentistry.
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Materiais e Métodos

O presente trabalho resultou de uma pesquisa bibliografica utilizando o motor de busca
da base de dados “PUBMED”, de onde foram retirados os artigos referenciados, assim como
uma pesquisa na Biblioteca da FMDUP, onde foram consultadas Teses de Mestrado e Teses de
Doutoramento, bem como livros referentes a area a ser abordada.

Na pesquisa online foram utilizados os termos de procura “BMP”, “bone morphogenetic
proteins”, “bone regeneration”, “BMP signalling” para a pesquisa de artigos de revisdo sobre o
tema, tendo sido utilizados os termos “BMP”, “bone morphogenetic protein”, “bone
regeneration”, “dentistry”, com aplicagdo de limites, numa primeira fase para artigos referentes a
estudos in vitro publicados nos Gltimos 5 anos (todos os artigos referenciados foram publicados
nos Ultimos 4 anos, a excepgdo de um artigo de 2000, incluido pela sua relevancia), de seguida
com limites aplicados para estudos in vivo publicados nos ultimos 2 anos, e finalmente com
limites aplicados para ensaios clinicos e relatos de casos em seres humanos publicados nos

ultimos 3 anos.
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Introducéo

O tecido 6sseo e 0s mecanismos inerentes a sua fisiologia, quer se fale de mecanismos de
remodelacdo ou regeneracdo, envolvem processos assentes num equilibrio criado entre
fendmenos de reabsor¢do e deposicdo Ossea, mecanismos esses que sdo inexoravelmente
indissociaveis de uma série de células, factores de crescimento e seus componentes agonistas e
antagonistas, que no seu geral sdo regulados por uma complexa teia de mecanismos de feedback
responsaveis pela regulacéo da transcricdao génica.

No intuito de explorar o processo de regeneracdo 6ssea, nomeadamente no que concerne
a actividade bioldgica das Proteinas Morfogénicas do Osso (Bone Morphogenetic Proteins -
BMPs), é necessario compreender inicialmente a fisiologia 0ssea, como se processa a
remodelacdo do tecido 6sseo, bem como o processo de reparacdo/regeneracdo. Os mecanismos
inerentes a actividade das BMPs serdo abordados de forma mais extensa, como base para o
entendimento dos recentes avangos que tém sido efectuados na area, a qual tem sofrido ao longo
dos anos uma intensa investigacdo e avanco. Destacam-se 0S avangos na compreensao da
regeneracdo 0ssea, associados ao desenvolvimento de novos materiais e métodos, disponiveis
para a realizacdo de procedimentos clinicos de regeneracdo 0ssea cada vez mais preditivos e

efectivos.
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Desenvolvimento
Tecido ésseo

O tecido 6sseo € um tecido conjuntivo altamente vascularizado que fornece o suporte
estrutural para os restantes sistemas e Orgdos do organismo, sendo constituido por uma
componente inorganica que compde 60% do seu peso, enguanto a componente organica
corresponde a 30% do peso (em que 90% correspondem a colagénio e proteinas associadas ao
colagénio e 10% correspondem a proteoglicanos e outras proteinas ndo-colagenosas) e 10% é
agua. A componente inorganica é composta essencialmente por sais cristalinos, nomeadamente
compostos de célcio e fosfato, do qual a hidroxiapatite (Caio(PO4)s(OH),) se destaca como o
mais abundante.®

Para além da estrutura da matriz extracelular, correspondente a 90% do tecido ¢sseo, 0s
restantes 10% de volume séo ocupados por diferentes populac6es celulares, que sdo responsaveis
por toda a homeostasia 6ssea. @ ® Destacam-se:

e Osteoblastos

o Séo celulas diferenciadas, de baixa mobilidade, e sdo responsaveis pela
sintese e deposicdo da componente organica da matriz extracelular,
denominada ostedide, e pela sua subsequente mineralizacdo (componente
inorganica). Depois de cumprida a sua actividade biologica, e com a
diferenciacdo terminal, sofrem um de trés destinos: apoptose, diferenciacédo
em célula de revestimento, ou diferenciacdo em ostedcito.

e Ostedcitos

o S&o o resultado do aprisionamento de osteoblastos em matriz extracelular
mineralizada. Correspondem a cerca de 90% das células do tecido dsseo
adulto e a sua quantidade estd directamente relacionada com a unidade de
volume Gsseo. Tém fungdes importantes de mecano-recep¢do, manutencdo da
homeostasia mineral e sinalizacdo bioldgica durante as diversas fases de
remodelacao.

e Células de revestimento

o Caracterizam-se como osteoblastos inactivos, encontrando-se na superficie do

tecido 6sseo ndo sujeito a mecanismos de formacdo ou reabsorcdo Gssea.
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Podem ter papel importante na diferenciacdo de precursores osteoblésticos e
na regulacdo da homeostasia mineral.
e Osteoclastos
o Sao células responsaveis pelo processo de reabsorcdo Gssea. Actuam através
da libertacdo de substancias acidas que formam um microambiente onde é
dissolvida a componente inorganica do tecido 6sseo e libertam enzimas que
degradam as proteinas associadas a componente organica da matriz

extracelular.

Remodelacdo éssea

O tecido dsseo encontra-se constantemente em processo de formacéo e reabsorgdo, num
equilibrio que se revela de crucial importancia tanto para a manutencdo da qualidade do tecido
0sseo como para a homeostasia de outros elementos como o calcio e fosforo, a nivel sanguineo.
Verifica-se que o turnover 6sseo — ciclo de reabsorcdo/formacdo - numa base anual para um
adulto, se revela em valores de cerca de 4% para 0 0sso cortical e cerca de 20% para 0 0SSO
trabecular, em volume. Verifica-se que o equilibrio conhecido como remodelacdo Ossea €
mantido essencialmente através do efeito catabdlico dos osteoclastos na reabsorcdo dssea e do
efeito anabdlico dos osteoblastos na formacéo 6ssea.® Todo este processo tem como objectivo a
substituicdo de 0sso antigo por 0sso novo, de forma a manter as propriedades biomecénicas do
tecido. Isto ocorre sem modificacdo de forma estrutural. O aparecimento de trabéculas ésseas e a
sua orientacdo estdo relacionados com a intensidade, duracdo e direccdo das forcas que se
exercem sobre 0 0sso através das insercdes musculares, estimulando desta forma a actividade
osteobléstica.?)

O mecanismo de reabsorcdo Ossea € despoletado gquando as tensfes mecanicas ou
gravitacionais exercidas sobre o tecido désseo sdo reduzidas, o que leva a um aumento da
actividade osteocléastica, assim como, de forma oposta, quando o tecido Gsseo é sujeito a forcas

de tensdo constante, sofre aposicdo - um indicativo de aumento da actividade osteoblastica.®

Reparacdo 6ssea

Apo6s uma leséo do tecido dsseo, este inicia um processo de regeneragdo espontanea que,
em situacdo fisioldgica, vai resultar no restabelecimento da anatomia e funcdo originais. Este
processo compreende 4 fases que se sobrepdem: inflamacgéo, formacao de calo mole, formacéo

9
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de calo duro e remodelagdo.® Forma-se inicialmente um hematoma na zona da fractura, o que
resulta, seguidamente, no recrutamento de celulas inflamatorias como neutréfilos, macrofagos,
monocitos, linfdcitos, assim como células de outras linhagens, como fibroblastos e células
endoteliais. Durante a fase inflamatdria, estas células depositam uma matriz extracelular
composta por colagenio tipo I, fibronectina, proteoglicanos, &cido hialurénico e colagénio tipo
I, resultando na formacdo de tecido de granulagdo. Nesta fase 0 hematoma comeca a ser
reabsorvido e substituido por tecido vascular fibroso, enquanto ocorrem processos de
neovascularizacdo — formacéo do calo mole.

Posteriormente sdo recrutados osteoblastos que iniciam a deposicdo de ostedide, sendo
também responsaveis pela sua subsequente mineralizacdo; verificando-se o processo de
ossificacdo de forma normal se os fragmentos de tecido Gsseo se encontrarem correctamente
fixados — formacéo do calo duro.

O processo de remodelacdo engloba a Ultima etapa e caracteriza-se pelo restabelecimento
da correcta forma, estrutura e funcdo do tecido 6sseo, com propriedades biomecénicas e

bioldgicas idénticas as do tecido original.*®

Regeneracdo 6ssea

Inicialmente, é necessario esclarecer quanto aos conceitos de reparacdo e regeneracao
tecidular, tratando-se o primeiro da restauracdo do tecido em si, sem que este retome a sua forma
ou funcéo originais, resultando em perda, maior ou menor, das suas propriedades. Por outro lado,
o fendbmeno de regeneracdo envolve a recuperacdo do tecido, retomando este as suas
caracteristicas originais, sem perda das suas propriedades fisiologica.©

A regeneragdo Ossea depende de inimeros factores, dentre os quais a existéncia de
células osteogénicas precursoras, factores de crescimento e elementos osteoindutores — como,
por exemplo, as BMPs - e de uma interaccdo adequada entre estes intervenientes.
Adicionalmente sdo requeridas diversas condi¢des/variaveis, tidas como essenciais para que o
processo regenerativo ocorra adequadamente. Destacam-se a existéncia de uma vascularizagdo
adequada, estabilidade mecénica, dimensdo critica da area a regenerar e auséncia de outras
linhagens celulares proliferativas, que interfiram com o processo osteogénico.®

No mecanismo de regeneracdo 0ssea, é importante o conhecimento dos processos de
osteoinducdo, osteoconducdo e osteopromocédo (ou regeneracdo Ossea guiada). Na osteoinducéo
importa diferenciar entre células osteoprecursoras determinadas e induziveis, localizando-se as
primeiras na proximidade directa do 0sso, enquanto as segundas ocupam zonas mais afastadas do

10
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tecido G6sseo em si e encontram-se em estados de menor diferenciacdo. Sdo desta forma sujeitas a
factores indutores, como as BMPs, que agem como estimulo indutor da proliferagdo e
diferenciacdo de células precursoras em osteoblastos - que iniciam por sua vez 0 processo de
formacéo e deposicdo dssea. A osteoconducao diz respeito ao fornecimento de uma estrutura ou
matriz vidvel para que ocorra a deposicdo de novo tecido 0sseo, sendo este fendmeno
proporcionado por 0sso autélogo e uma série de biomateriais, de origem natural ou sintética. De
entre as suas varias propriedades destaca-se a necessidade da sua estrutura interna e externa
favorecerem o crescimento e deposicdo Ossea e vascular, e a capacidade do material ser
progressivamente reabsorvido e substituido por tecido 6sseo neo-formado. A osteopromocao, ou
regeneracdo 0ssea guiada, € uma forma de combater o facto de a regeneracdo 6ssea ser afectada
pela competicdo estabelecida com células provenientes de tecidos com taxas de
proliferacdo/regeneracdo mais elevadas, como o tecido conjuntivo fibroso ou o tecido muscular.
Desta forma, h& necessidade de proteger a zona que se pretende regenerar através do uso de
barreiras fisicas, de modo a que a regido ndo seja invadida por células de alto poder regenerativo
de tecidos que ndo se pretende regenerar primariamente. Pretende-se assim criar espaco para que
a regeneracdo Ossea tome o seu lugar, com crescimento de novos vasos sanguineos e
recrutamento de células osteoprecursoras, actuando a barreira como forma de promover a

invasao selectiva da area em regeneracéo.”®
As BMPs

Decorria a década de 1960 quando o trabalho de investigacdo do Dr. Marshall Urist sobre
os sinais bioldgicos referentes ao processo de regeneracdo éssea o levou a descoberta de um
extracto de proteinas do tecido 6sseo desmineralizado que teriam a capacidade de induzir o
processo de formacdo 6ssea em locais ectdpicos. A actividade biologica destas proteinas foi
confirmada em experiéncias com roedores, tendo este extracto proteico, dai em diante, sido
designado como BMPs (Bone Morphogenetic Proteins — Proteinas Morfogénicas do Osso).*

Desde essa altura muito se tem intensificado na pesquisa sobre a estrutura molecular das
BMPs e os seus mecanismos de sinalizagdo, numa tentativa incessante de compreender de que
forma estas actuam e como poderdo estas proteinas ser utilizadas clinicamente para efeitos de
regeneracdo 0ssea, de uma forma segura, répida e preditiva. Toda esta pesquisa tem revelado
resultados incriveis, elevando cada vez mais o entendimento sobre a complexidade de todo o

processo de regeneracdo 6ssea dependente das BMPs, 0s seus agonistas, 0s seus antagonistas
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e/ou inibidores, sendo desta forma possivel avancar com metodologias cada vez mais avancadas
e obtendo resultados cada vez mais satisfatorios.

As BMPs pertencem a um grupo mais vasto de proteinas denominado como superfamilia
TGF-B (Transforming Growth Factor f§ — Factor de Crescimento Transformador f) que
compreende, além das BMPs, elementos como a prépria TGF-B, activina e inibina. Para um
normal processo de remodelacdo Ossea, caracteristico de um organismo em estabilidade
fisioldgica, é necessaria a presenca tanto das BMPs como dos seus antagonistas *©, uma vez que
as BMPs exercem o seu efeito através da inducdo em células osteoprecursoras para a sua
proliferacdo e diferenciacdo, resultando em posterior formacdo de tecido 6sseo. Como para a
normal fisiologia dssea € necessario que ocorra um equilibrio dindmico e estavel entre
reabsorcdo e deposicdo 0Ossea, as BMPs estdo sujeitas a um controlo rigoroso por parte de
agentes agonistas e antagonistas, 0 que impede que a sua accao seja exercida em demasia ou em
défice. Os membros da familia das BMPs sdo varios e as suas funcfes estdo essencialmente
relacionadas com a formacao de 0sso e cartilagem, estando ainda envolvidos na embriogénese de
varios outros sistemas, tais como o sistema cardiaco ou o reprodutor. No quadro elaborado por P.
C. Bessa et al é possivel observar as diferentes BMPs e as suas principais funcdes fisioldgicas,
assim como distinguir entre as que possuem um efeito mais acentuado a nivel 6sseo ou

cartilagineo.®?

BMP Nomenclature Main physiclogical roles References

Bone morphogenetic proteins

BMP-2 BMP-2a Cartilage and bone Wang et al., 1990a; Kang et al.,
morphogenesis/heart formation 2004; Callis et al., 2005|

BMP-3 Osteogenin Negative regulator of bone Hino et al., 2004
morphogenesis

BMP-3b GDF-10 Negative regulator of bone Hino et al., 2004
morphogenesis

BMP-4 BMP-2b Cartilage and bone Luyten et al., 1994; Kubler et al.,
morphogenesis/kidney formation 1998a; Oxburgh et al., 2005

BMP-5 = Limb development/bone Cho et al., 2002; Zuzarte-Luis et al.,
morphogenesis 2004

BMP-6 Vig1, Dvié Hypeitrophy of cartilage/bone Gitelman et al., 1994; Rickard et al.,
morphogenesis/oestiogen mediation 1998; Kang et al., 2004

BMP-7 OP-1 Cartilage and bone Reddi, 1998; Kang et a/., 2004; Simic
moiphogenesis/kidney formation and Vukicevic, 2005

BMP-8 0OP-2 Bone Ozkaynak et al., 1992; Zhao et al.,
morphogenesis/spermatogenesis 1996; Cho et al., 2002

BMP-9 GDF-2 Bone morphogenesis/development Chen et al., 2003; Kang et &/., 2004;
of cholinergic neurons/glucose Lopez-Coviella et al., 2006
metabolism

BMP-11 GDF-11 Axial skeleton patterning/eye Esquela and Lee, 2003; Harmon
development/pancreas et al., 2004; Kim et al., 2005;
development/kidney formation Andeisson et al., 2006

Cartilage-derived morphogenetic proteins

BMP-12 CDMP-3, GDF-7 Ligament and tendon Reddi, 2003; Lo et /., 2005
development/development of
SENsory Neurons

BMP-13 CDMP-2, GDF-6 Cartilage development and Reddi, 2003
hypertrophy

BMP-14 CDMP-1, GDF-5 Chondrogenesis/angiogenesis Yamashita et al., 1997; Reddi, 2003;

Zeng et al., 2007
Others
BMP-8b 0P-3 Spertmatogenesis Zhao et al., 1996
BMP-10 - Heart morphogenesis Chen et al., 2004
BMP-15 GDF-%b Ovary physiology Knight and Glister, 2006
BMP-16 Nodal Embryonic patterning Celeste and Murray, 1999
BMP-17 Lefty Embryonic patterning Celeste and Murray, 2000
BMP-18 Lefty Embryonic patterning Celeste and Murray, 2000

BMPs known to induce complete bone morphogenesis are undeilined.

Tabela I. Membros da familia das BMPs em humanos e suas principais funcdes fisiolégicas (Fonte: Bessa et al™)
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Os membros da superfamilia TGF-p sdo sintetizados sob a forma de grandes moléculas
precursoras que posteriormente sofrem clivagem proteolitica, libertando assim a forma activa da
proteina.’® As BMPs, em si, sdo constituidas por homodimeros ou heterodimeros ligados
através de pontes dissulfidricas, sendo esta dimerizacdo um pre-requisito para a formacéo dssea,
encontrando-se activas tanto na forma homodimérica como na forma heterodimérica.™ 2
Embora ambas as formas se revelem activas, foi observado por Aono et al que a variante
heterodimérica, em culturas celulares, revelava uma maior inducdo osteogénica, avaliada pela
expressao de fosfatase alcalina (ALP — Alkaline Phosphatase) — um marcador do fendtipo
osteoblastico — que a variante homodimérica.®*

A inibicdo da actividade bioldgica das BMPs € conseguida através de uma série de
factores, considerados como “anti-BMP”, de entre os quais se destacam 0s que activam a via de
sinalizacdo Wnt/p-catenina, que induz a expressdo de chordin, que por sua vez é um potente
agente antagonista extracelular para as BMPs. Outra proteina, a noggin, é um potente agente
antagonista extracelular responséavel pela regulacio da accdo das BMPs. 18 Qutros agentes
inibidores da accdo das BMPs referidos na literatura sio a folistatina e a proteina gremlin®”,
tendo sido recentemente descobertos dois co-factores que actuam também na inibicdo das BMPs,
0 betaglicano e crypto.®?

Estruturalmente, as BMPs, como proteinas, possuem uma zona N-terminal, responsavel
pela sinalizacdo do péptido, e uma zona C-terminal, assim como um pro-dominio que assegura a
correcta configuracdo da proteina. A zona N-terminal é responsavel pelo encaminhamento da
BMP para a sua correcta via de sinalizacdo.* ¥ A molécula activa é formada normalmente por
homodimeros, embora possa ocorrer formacdo de heterodimeros, como BMP2/5, BMP2/6,
BMP2/7 ou BMP2b/7, ocorréncias essas verificadas in vitro e in vivo, e que aparentam ter maior
capacidade de activacdo da sinalizagdo, que os seus homélogos homodiméricos. % 1

A BMP é originada como uma molécula de grandes dimens@es que sofre posteriormente
clivagem para formar a forma dimérica madura da proteina com 25kD, que posteriormente é
secretada.'? A clivagem da pro-proteina da-se através de uma endoprotease de serina,
verificando-se, no entanto, excepc¢des como € o caso da BMP9, em que a pro-regido se mantém
anexada a proteina madura mesmo apés a sua secre¢do, comprometendo assim a sua ligacdo ao
receptor.®

O papel que as BMPs desempenham nas etapas de organogénese comecou a tornar-se
mais evidente e a sua compreensdo aumentou com o advento da tecnologia molecular e genética.
Entre outros avangos técnicos, a experimentagdo com ratos e ratazanas em que O gene

codificante de uma determinada BMP era inviabilizado (“gene knockout™), levando a que essa
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BMP néo fosse expressa, permitiu observar o resultado da auséncia de determinadas BMPs no
desenvolvimento do organismo vertebrado. Na tabela seguinte (Tabela Il) encontram-se

resumidos alguns dos efeitos da auséncia de BMPs especificas.¥

Gene inviabilizado Proteina Resultado

bmp2 BMP2 Defeitos no desenvolvimento do aparelho cardiaco

Afeccdo dos fendmenos de gastrulacdo, formacdo da
bmp4 BMP4 mesoderme, desenvolvimento do cristalino e

emergéncia de células germinativas

Multiplos defeitos em varios sistemas organicos,

bmp2/bmp4 BMP2/BMP4 _ N )

como sistema esquelético, ocular e cardiaco

Como se trata de uma BMP com efeito antagonista, a
bmp3 BMP3 sua auséncia provoca aumento da densidade mineral

do o0sso

Aumento do crescimento da orelha, por perda da
bmp5 BMP5 inibicdo da diferenciacéo de condrocitos proliferativos

em células hipertréficas

Graves defeitos  esqueléticos, renais e no
bmp7 BMP7 _

desenvolvimento do olho

Afeccdo da espermatogénese, resultando em

bmp8a, bmp8b BMP8

infertilidade masculina

Defeitos na foliculogénese ovariana, resultando em
bmp15(gdfab), gdf9 BMP15 ] N o
infertilidade feminina

Decréscimo  drastico  da  proliferacdo  de
bmp10 BMP10 cardiomiocitos, reflectindo-se em  defeitos de

crescimento e desenvolvimento cardiacos

Tabela I1. Efeitos biolégicos do knockout das BMPs, em roedores. (Adaptado de: Sieber et al®)

Como outros membros da superfamilia TGF-f3, as BMPs exercem 0s seus efeitos através

de distintas combinacGes com a ligacdo a receptores, do tipo | e tipo Il, presentes na superficie
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celular. Estes receptores, que se caracterizam por estarem associados a mecanismos de
transducdo do sinal dependentes de cinases de serina/treonina, englobam-se no sistema de
sinalizagdo que envolve os efectores nucleares denominados Smads.®®

Existem seis receptores diferentes responsaveis pela ligacdo as BMPs, nomeadamente 0s

enumerados na tabela seguinte: ¥

ActRla (Activin Receptor Type la) / Alk2 BRIl (BMP Receptor Type Il)
BRIla (BMP Receptor Type la)/Alk3 ActRlla (Activin Receptor Type lla)
BRIb (BMP Receptor Type Ib)/Alk6 ActRIlb (Activin Receptor Type Ilb)

Tabela I11. Receptores biol6gicos das BMPs. (Adaptado de: Sieber et al(“))

Aquando do inicio do mecanismo de sinalizacdo, forma-se um complexo heteromérico
entre os dois tipos de receptores, numa accao concertada de modo a activar vias de sinalizacao
especificas intracelulares.*® A cinase do receptor Tipo Il encontra-se constitutivamente activa,
sendo que a activacdo da cinase do receptor tipo | esta dependente do ligando, oligomerizagéao
ligando-receptor e transfosforilagdo do seu dominio GS pelo receptor Tipo I, existindo
homologia entre ambos 0s receptores e possuindo a capacidade de activar as vias de sinalizacao
dependentes de Smads, entre outras.™* ® 18 A regido da cauda terminal do receptor é Unica
dentro da superfamilia TGF-p, e considera-se que € o facto determinante para a especificidade,
complexidade e intensidade da sinalizagdo das BMPs.*

As BMPs ligam-se com diferentes afinidades com os receptores Tipo | e Il, 0 que
provoca formas muito especificas de oligomerizacdo, resultando na activacdo de diferentes vias
de sinalizacéo.™" ¥ 1% 18 No entanto, a qualidade do ligando ndo é o Gnico factor condicionante
da oligomerizacdo, sendo que a prdpria quantidade do ligando desempenha um papel
preponderante, assim como 0s niveis de expressdo dos receptores e co-factores, e presenga ou
auséncia de complexos pré-formados Tipo I/Tipo 1l na superficie celular."? Estas
condicionantes sdo assim responsaveis pela enorme diversidade que caracteriza a sinalizacdo
através das BMPs.

A titulo de exemplo acerca da diversidade do processo de sinalizagéo, pode ser referido o
caso da BMP2, que pode ligar-se com alta afinidade ao receptor BRIa, sendo o receptor BRII

posteriormente recrutado, resultando na activagdo de uma via de sinalizacdo ndo dependente de
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Smads. Por outro lado, pode ligar-se a um complexo pré-formado BRIa/BRII, resultando em
activacdo de uma via de sinalizacdo dependente de Smads.**

Todo o processo envolvendo as BMPs e as suas vias de sinalizacdo sdo mecanismos
altamente regulados, seja atraves de moléculas antagonistas, co-receptores, proteinas regulatorias

intracelulares, entre outros.
= Antagonistas

Os antagonistas das BMPs sdo moléculas extracelulares que se ligam as BMPs, e
impedem a sua interac¢cdo com 0s receptores. A sua sintese é, muitas vezes, o resultado de
inducdo pela expressao das proprias BMPs, o que fornece prova da existéncia de um mecanismo
de feedback local necessério para a modulagdo da actividade bioldgica destas protefnas.® 29 A
molécula noggin é um classico antagonista BMP, cuja Unica funcdo parece ser a ligacdo e
inactivacdo da BMP-2, -4 e -7, envolvendo os epitopos responsaveis pela ligacdo aos receptores.
Por outro lado a molécula gremlin é co-expressa com as BMPs e liga-se a estas proteinas,
possuindo, no entanto, actividade celular independentemente da sua ligagdo as BMPs.®? A sua
expressdo é claramente detectdvel no esqueleto, o que faz dela um alvo para tratamento da
osteoporose, por exemplo, j& que a sua inibicdo resulta no aumento da formacdo 6ssea.™* %
Chordin é outra molécula da mesma familia que a noggin, que se liga as BMPs e modula a sua
accdo, e conjuntamente com a noggin, € essencial para um normal desenvolvimento facial e
craniano.®® 22 O produto do gene tsg (twisted gastrulation) pode actuar como agente agonista ou
antagonista da accdo das BMPs, sendo que a sua sobre-expressdao impede a diferenciacdo
osteoblastica in vitro.* 2!

A BMP3 ¢é um produto derivado dos osteoblastos e armazenado na matriz 6ssea, agindo
localmente de forma a bloquear a sinalizacdo BMP através do receptor ActRIl e da inibina,
antagonizando a actividade das BMPs na presenca de betaglicano, por ligacdo ao receptor Tipo

I1, bloqueando a ligacido da BMP.©
= Co-receptores

Caracterizam-se como moleculas que tipicamente interagem com as BMPs e com um ou
ambos os receptores, de forma a potenciar ou a inibir a sinalizagdo através de vias dependentes
das Smads, em tecidos especificos. Entre 0s co-receptores potenciadores da sinalizacdo BMP

podem referir-se as moléculas guia repulsivas (RGM) a e ¢, dragon (RGMb), o receptor tirosina
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cinase c-Kit, endoglin e betaglicano. Por outro lado, as BMPs séo negativamente reguladas pelo
receptor decoy BAMBI (BMP and activin membrane-bound protein), assim como pelas
moléculas RTK, Ror2 e TrkC.*¥

» Proteinas regulatodrias intracelulares

A forma de oligomerizacao verificada a nivel da interac¢éo ligando-receptor permite que
diferentes proteinas associadas ao receptor se integrem na via de sinalizacdo de uma forma
sequencial, sendo responsaveis pela direc¢do que a via de sinalizacdo toma, ou seja, activacao de
vias dependentes ou independentes de Smads, por exemplo. Pode referir-se, a titulo de exemplo
sobre a regulacdo intracelular de BMPs, o caso das fosfatases Dullard e PP2A. Embora ambas se
liguem ao dominio cinase do receptor BRII, a proteina fosfatase Dullard antagoniza a
sinalizacdo BMP através da degradacdo dos receptores BRI e BRIl marcando-os para degradacao
no proteossoma, enquanto a proteina fosfatase PP2A aumenta a intensidade da sinalizagdo

envolvendo Smads, por remocéo da fosforilagdo do ligando das Smads.™

=  Smads

A ligacdo das BMPs aos seus receptores especificos pode resultar na activacao de vias de
sinalizacdo independentes ou dependentes de Smads, podendo esta subclasse proteica ser
dividida em R-Smad (Smad regulada pelo receptor), Co-Smad (Mediador comum de Smad) e I-
Smad (Smad inibitoria).®* ***¥ Estas proteinas possuem dois dominios conservados: o dominio
N-terminal MH1 e o dominio C-terminal MH2. O dominio MH1 é responsavel pela ligacdo ao
DNA e exibe uma plataforma que permite a ligacdo a outras proteinas, enquanto o dominio MH2
intervém na especificidade das R-Smads, reconhecimento do receptor, importacdo para o nucleo,
oligomerizacdo da Smad e contém um segmento SXSS responsavel pela fosforilagdo da zona C-
terminal.* As R-Smads, quando inactivas, apresentam os dominios MH1 e MH2 em interaccdo
numa estrutura auto-inibitdria, pelo que a fosforilacdo da zona C-terminal leva & activacdo da R-
Smad e induz a libertagdo da estrutura auto-inibitdria. Isto traduz-se pela exposi¢do do sinal de
importacdo nuclear, aumento da afinidade para a Smad4 (Co-Smad) - que forma um complexo
com a R-Smad - permitindo a translocagdo do conjunto para o nticleo.®?

No nucleo, o complexo supra-citado pode ligar-se a uma série de promotores para regular
a transcricdo de determinados genes especificos, numa acc¢do concertada do complexo R-

Smad/Co-Smad com co-repressores e co-activadores.® ¥
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As I-Smads competem com as R-Smads pela zona de ligacdo ao receptor BRI, podendo
ainda formar um complexo ndo funcional com a Smad4 (reduzindo a sua disponibilidade). A
Smad6 pode ainda inibir a sinalizacdo das BMPs no nucleo, através da interaccdo com co-
repressores do mecanismo transcricional, podendo afirmar-se que a zona de ligacdo da Smad
representa uma plataforma de sinalizacdo que permite a existéncia de loops de feedback auto-
inibitdrios e interaccdo com outras vias de sinalizaggo.™! ¥

Além da classica via de sinalizacdo dependente de Smads, as BMPs sdo capazes de
induzir a transcricdo génica independentemente das Smads, tal como € disso exemplo o caso dos
miRNAs (micro-RNA). Estas moléculas permitem a rapida regulacdo da expressdo proteica em
células em diferenciacgdo, através da interaccdo com mRNA (utilizando mRNA pré-existente ou
promovendo a libertacio de mMRNA previamente inacessivel).:4 22

No adulto as BMPs desempenham um papel primordial em diversos eventos bioldgicos,
nomeadamente durante a formacéo Gssea, cicatrizacdo e angiogénese, sendo que hoje em dia séo
ja uma ferramenta disponivel para terapias regenerativas humanas, pelo que se reveste de grande
importancia o conhecimento dos mecanismos moleculares que regem a ac¢do das BMPs.
Acresce a importancia do conhecimento das varias vias de sinalizacdo, bem como da sua
activacdo e manutencdo, de forma a ser possivel manipular essas mesmas vias com o propdsito
de promover a regeneracao intencional e controlada dos tecidos bioldgicos. No ambito deste
trabalho focaliza-se o estudo da actividade bioldgica das BMPs no processo de regeneracao

0ssea, através da andlise critica de estudos in vitro, in vivo e ensaios clinicos.

Estudos in vitro

Embora o papel das BMPs em processos regenerativos esteja bem estabelecido, a sua real
aplicacdo em situacdo clinica ainda é causa de muito debate, essencialmente devido a
constatacdo da sua curta semi-vida in vivo e da sua baixa actividade especifica®. Alguns autores
defendem um uso mais selectivo e restrito das BMPs, especialmente o uso da BMP2, em casos
de reconstrucdo de defeitos de continuidade mandibular, alertando para resultados clinicos e
radiograficos aquém do esperado, na grande maioria das aplicagﬁes.(27) Seguindo essa linha de
pensamento, torna-se necessario direccionar a pesquisa para linhas de desenvolvimento da
entrega e rentabilizagdo das BMPs compativeis com uma dada situagdo clinica,®® surgindo
como objectivo a necessidade da retencdo das BMPs no local-alvo através de adsorcdo,

aprisionamento/imobilizacédo, ou ligacdo covalente com o material regenerativo implantado.®
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A utilizacdo de varios materiais tem sido testada ao longo dos anos e a engenharia de
tecidos tem sido responsavel pela apresentacdo de materiais cada vez mais compativeis e
adequados para o transporte de BMPs, bem como pela manutencdo no local-alvo, podendo
referir-se como exemplo a utilizacdo de colagénio, polimeros sintéticos biodegradaveis,
polimeros de origem natural, cerdmicos ou microparticulas/nanoparticulas de diversos
materiais.*

De diversos trabalhos publicados, os resultados biologicos mais relevantes advém
geralmente da utilizacdo combinada de diversos materiais que mimetizam a estrutura do tecido
0sseo: relativamente & componente organica, sdo utilizados polimeros naturais (como o
colagénio); e relativamente a componente inorganica, sao utilizados ceramicos bioactivos (como
os fosfatos de calcio ou vidros bioactivos).

Num estudo desenvolvido por Bergeron et al foi desenvolvida e testada a eficacia de um
sistema de drug delivery de BMPs recorrendo a um gel de colagénio tipo | em combinagdo com
um biovidro (Bioglass® microspheres), de modo a avaliar a diferenciacdo de pré-osteoblastos
MC3T3-E1. Foram avaliadas a BMP9 e a rhBMP2 (recombinant human Bone Morphogenetic
Protein — Proteina Morfogénica Ossea humana recombinante), tendo sido verificado um efeito
similar de ambas as proteinas num aumento significativo da actividade da ALP, sendo que a
BMP9 induziu uma maior diferenciacdo celular, em compara¢do com a rhBMP2 (que revelou
resultados ndo muito diferentes do grupo controlo), principalmente quando combinada com o
sistema de entrega em estudo.®?

Outros métodos de delivery tém sido desenvolvidos. Recentemente, tem sido abordada
uma tecnologia que ndo faz uso de membranas, barreiras fisicas, ou materiais de preenchimento,
mas sim de técnicas que induzem a expressao de BMPs através da introducdo de vectores virais
ou ndo-virais, que assim estimulam a producdo de BMPs localmente. Kawai et al, num estudo de
2009, exploraram a expressdo génica do heterodimero BMP2/7, utilizando um vector cassette, e
recorrendo a proteina heterodimérica por revelar maior poder osteoindutivo que as respectivas
proteinas homodiméricas isoladamente.®” Neste estudo foi verificado que o heterodimero
BMP2/7 seria melhor utilizado numa fase inicial do tratamento para regeneragdo 6ssea pois 0 seu
efeito € mais notdério e significativamente mais elevado do que o dos seus homologos
homodiméricos quando se tem em consideracdo células osteogénicas imaturas ou células
pluripotenciais indiferenciadas, pois nas células mais diferenciadas, como as células MC3T3-E1,
a actividade da ALP observada foi idéntica a verificada com a utilizagdo isolada de BMP2.5V

Relativamente ao uso da terapia génica, 0o seu objectivo € o de alterar os niveis de

moléculas regenerativas existentes naturalmente, de forma a induzir uma resposta terapéutica.
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Para que esta abordagem seja realmente bem sucedida, é necessario que se verifiguem alguns
parametros, nomeadamente: a utilizacdo de um método eficiente de introducdo dos genes em
células-alvo locais, com a minima resposta imune do hospedeiro; os genes transferidos devem
ser expressos em nivel adequado e durante tempo suficiente para produzirem uma resposta
regenerativa, mas inactivos assim que esse objectivo € atingido; os vectores virais devem infectar
as células de interesse de forma segura, com o minimo de efeitos secundarios®®

Uma das areas em que o mecanismo de regeneracdo ou formacdo 0ssea se tem tornado
muito importante é na cirurgia de implantes mais particularmente no fendmeno de
osteointegracdo do implante, sendo que 0s eventos criticos associados a esse processo Sao
influenciados pela superficie do implante, particularmente pela interface entre a componente
celular e o implante.®? Vlacic-Zischke et al abordaram esta questdo, testando a influéncia que a
microrrugosidade da superficie de titdnio de um implante teria na sinalizacdo BMP, entre outros
factores de crescimento, utilizando para tal uma superficie com topologia rugosa (SLA — sand-
blasted acid-etched) versus uma superficie com topologia rugosa e hidrofilica modSLA
(superficie SLA, modificada pelo tratamento com N, e armazenamento em solugédo isoténica de
NaCl).®® Foi testada a expressdo de BMP em ambos os grupos de estudo, assim como no grupo
de controlo (sem criacdo de microrrugosidades ou tratamento hidrofilico), verificando-se um
aumento significativo na expressao de BMP2 na cultura estabelecida na superficie de modSLA,
néo se verificando diferenca significativa na expressdo de BMP2 entre o grupo SLA e o0 grupo de
controlo, como ¢é visivel na Figura I. A analise das varias vias de sinalizacdo presentes revelou
um aumento positivo na regulacdo da sinalizacdo associada a BMP2 no caso do grupo modSLA,
sendo que a expressdo genica da BMP6 também foi aumentada, embora ndo pudesse ser
quantificada devido ao método utilizado no estudo, demonstrando desta forma que a modificacdo
da superficie, nomeadamente o tratamento levando a um aumento da hidrofilicidade, resulta no

aumento da diferenciacdo osteogénica de osteoblastos derivados do osso alveolar.®
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Figura I. Valores da expressdo de BMP2 em cultura de células osteoblasticas, estabelecidas na situagdo controlo
(CS), e na superficie das superficies SLA e modSLA, durante 7 dias. (Adaptado de Vlacic-Zischke et

al®)

No ambito da engenharia de tecidos craniofacial, para além dos osteoblastos, outras
popula¢des, nomeadamente de origem dentaria tém demonstrado potencial aplicacdo. Verifica-se
também que embora 0 mecanismo de dentinogénese pelo qual as células da polpa dentéria sdo
responsaveis, e o processo de osteogénese envolvendo osteoblastos e seus precursores sejam
regulados por diferentes intervenientes, a semelhanca na expressdo génica de varias moléculas
como a Sialoproteina Ossea, Fosfatase Alcalina, Colagénio Tipo | ou Osteocalcina, levanta a
questdo sobre o possivel envolvimento de células da polpa dentaria em processos de regeneracdo
de tecidos duros envolventes.®¥

Neste contexto, Tada et al exploraram a hip6tese de um aumento no célcio extracelular
(Cao®") levar a um aumento na expressio génica de BMP2. Verificou-se que este aumento
acontecia realmente e era selectivo, aumentando a expressdo génica de BMP2 rapidamente nas
primeiras 6 horas e gradualmente a partir dai.®” Outra constatacio deste estudo foi a de que os
niveis de mRNA da BMP2 se encontrava também aumentado em células do ligamento
periodontal numa forma dependente da dose aplicada, assim como em fibroblastos gengivais
(embora de forma mais baixa), demonstrando que o aumento da sinalizacdo de BMP2 é selectivo

para determinados tipos celulares, como é demonstrado na Figura 11.%
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Figura ll.  Elevacéo da expressdo de mRNA da BMP2 induzido por estimulagdo com concentra¢do de 10 mM de

CaCl2 durante 6 horas (Fonte: Tada et al®?)

O aumento do mMRNA de BMP2 é semelhante para as células da polpa dentéria e para as
células do ligamento periodontal, embora sejam processos regulados por receptores distintos,
enquanto a sinalizacdo nos fibroblastos gengivais se revelou bastante mais baixa, o que fornece
indicacdo da capacidade osteogénica das células da polpa dentaria e das células do ligamento
periodontal face a uma falta dessa capacidade por parte dos fibroblastos gengivais, dando
indicacdo de que este mecanismo é um candidato para futura investigacdo e desenho de terapias

regenerativas de dentina e dos tecidos periodontais.®¥

Estudos in vivo

Num estudo de 2010, Shin et al explorou a hipdtese do uso de fibroblastos gengivais
humanos geneticamente alterados de forma a produzirem BMP2, como forma de induzir
regeneracdo 0ssea em defeitos criados em ratinhos, numa abordagem experimental. Verificou-se
que o uso desta populacdo celular era adequado devido ao elevado grau de sucesso na
transfeccdo, a facilidade de acesso a populacdo celular e a disponibilidade em quantidade
adequada. Neste trabalho obtiveram-se diferengas estatisticamente significativas na formagéo de
novo tecido 6sseo usando BMP2/HGF em comparacdo com o uso de HGF isoladamente,
fornecendo evidéncia da inducdo proeminente de regeneracdo 0ssea, in vivo, do conjunto
BMP2/HGF.®?)

Miyaji et al, num estudo utilizando cdes de raca Beagle, testou a influéncia do

condicionamento da superficie radicular com BMP2 e os efeitos que teria na regeneracdo de
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defeitos de deiscéncia periodontal, aplicavel particularmente em casos clinicos de periodontite
grave. Verificou-se que esse condicionamento com BMP2 resultava na deposi¢do de um tecido
semelhante a cemento na superficie radicular e inibia o crescimento epitelial de direccéo apical,
com a possibilidade de formacdo de anquilose apical, sugerindo que a aplicacdo de BMP2 na
superficie radicular promoveria o restabelecimento de jun¢do em casos de destruicao periodontal
avancada.®®

Control 0.4 pg/uL BMP-2 1.0 pg/ul. BMP-2

(n = 8) (n = 6) (n =17
Cementum-like tissue (mm) 0.00 = 0.00 0.17 = 0.12 0.65 + 0.61*F
Gingival connective tissue (mm) 250 + 0.84 2.02 + 0.67 1.57 + 0.66
Junctional epithelium (mm) 143 + 0.43 091 + 0.26 0.70 + 0.38*
Cementum-like tissue volume (%) 0.0 £ 0.0 8.1 £ 5.5 39.0 + 31.9*%%

* Statistical difference compared with control group (p < 0.05).
+ Statistical difference compared with 0.4 pg/ul. BMP-2 application group (p < 0.05).

Tabela IV. Resultados da analise histomorfométrica 16 semanas apds a cirurgia de condicionamento radicular,
observando-se diferencas notdrias ao nivel da deposicéo de tecido semelhante a cemento, em mm e

volume. (Fonte Miyaji et al®®)

Num estudo recorrendo a coelhos, Sawada et al testou a eficAcia da BMP2 quando
incorporada num hidrogel gelatinoso (rico em agua - 97,8%, em volume) para a regeneracao de
defeitos de fissura alveolar no maxilar. Verificou-se que ocorria uma libertacdo controlada e
favoravel de BMP2, 30 dias apds a implantagcdo. Por outro lado, a utilizacdo de BMP2 em
solucdo originava um decréscimo elevado na accdo bioldgica desta proteina, ao fim de 5 dias.
Verificou-se assim uma regeneracdo dssea consideravel e efectiva, com concentracfes baixas de
BMP2 (7,7 ug) com o recurso ao hidrogel gelatinoso como meio de delivery. Procura-se assim
prevenir o desenvolvimento de efeitos adversos, inerentes ao uso de altas concentragdes de
BMPs, especialmente na zona oral, como o edema, que nesta zona poderia resultar numa
obstrucdo grave da via aérea.®”

Num estudo de Clokie et al, foi investigada a eficacia de bioimplantes contendo BMP7 e
alo-enxertos para elevacdo do seio maxilar utilizando como modelo experimental o coelho, e
utilizando como controlo enxertos autélogos. Observou-se que a producdo de novo tecido 6sseo
era mais rapida no caso do bioimplante contendo BMP7, embora a sua vantagem se perdesse

com o aumento do tempo de avaliagdo (8 semanas - altura em que a formagao 6ssea no grupo de
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controlo com enxertos autélogos atingia o0 mesmo nivel). Os autores concluiram que a utilizagéo
do bioimplante com BMP7 é uma alternativa ao enxerto autélogo quando este ndo é possivel, ou
quando se pretende uma formacdo éssea mais acelerada, numa etapa inicial do processo
regenerativo.®®

A influéncia da rhBMP2 na formac&o 6ssea e osteointegracao de implantes apos elevacao
do seio maxilar foi estudada por Gutwald et al, recorrendo a ovelhas como modelo experimental
e realizando elevacdo do seio com enxerto autdlogo da pelve, de um lado, e rhBMP2 numa
esponja reabsorvivel de colagénio de outro lado, com colocacdo de implante imediatamente ou
apos 6 semanas. Concluiu-se que o uso de rhBMP2 leva a um aumento da densidade Gssea e
aumento do contacto osso/implante, embora a formacao 6ssea ndo seja tdo rapida como no caso

controlo, em que é utilizado osso aut6logo.®? As figuras 111 e IV ilustram os resultados obtidos.
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Figura I1l.  Contacto entre osso e implante de diferentes fabricantes (Branemark®, ITI®, 3i®). Grupo A; —
Implante imediato, resultados as 6 semanas; Grupo A, — Implante imediato, resultados as 12

semanas; Grupo B — Implante realizado 6 semanas apds elevacdo do seio, resultados as 12 semanas.

(Fonte: Gutwald et al®)
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Bone density

Week 0-6 Week 0-12 Week 6-12

H rhBMP-2 B Cancellous bone

Figura IV. Densidade oOssea verificada em varias alturas do estudo entre o uso de rhBMP2 e enxerto

autélogo.(Fonte: Gutwald et al®®)

Fora do ambito da regeneracdo Ossea puramente aplicada a cirurgia implantar ou
correccdo de defeitos Osseos pode ser brevemente referido o estudo de Barnouti et al, que
explora a expressdo de BMP2/4 no caso de colocacdo de dispositivos de avanco mandibular,
como forma de comprovar o papel fundamental das BMPs na remodelacao condilar em resposta
ao avanco mandibular. Verificou-se que a expressao de BMP2/4 era mais elevada que a
verificada no grupo de controlo (sem avango mandibular), obtendo diferengas estatisticamente
significativas, o que levou a afirmacdo de que, em resposta ao avan¢o mandibular provocado, a
BMP2/4 pode iniciar a via de sinalizacao para formacdo 0ssea através da aceleracdo e inducdo da
diferenciacéo de células mesenquimatosas.“”

A terapia com BMPs tem aplicacdo em campos distintos da area de intervencdo da
Medicina Dentaria, tal como na Endodontia, face a teoria de que as BMPs podem estimular,
directamente na polpa, a diferenciacdo de células progenitoras em odontoblastos. Ocorreria
assim a formacdo de dentina. Esta hipotese foi testada por Hyunjung et al, concluindo no seu
estudo que a adicdo de BMP2 ao cemento de MTA reduzia a citotoxicidade inicial, nao
conseguindo estabelecer, no entanto, prova estatisticamente significativa de que a reacgdo pulpar
seria melhorada com a combinacdo de MTA+BMP2, em comparagdo com o uso de MTA

isoladamente.“?
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Ensaios clinicos

Os estudos pre-clinicos tém demonstrado a eficacia da rhrBMP2 na inducédo da formacéo
Ossea em defeitos clinicamente relevantes, sendo que esse Nnovo 0SS0 permite osteointegracao
adequada e carga de implantes de titanio, observando-se ainda que implantes revestidos por
rhBMP2 tém a capacidade de restabelecer a crista alveolar, resultando em formacéo de 0sso tipo
Il sem o0 uso de materiais acessorios ou técnicas de regeneracéo tecidular guiada, representando
assim um avanco para a reabilitacéo oral.“?

Herford et al testaram a eficacia de rhBMP2 na reconstrugdo de defeitos de continuidade
mandibular (defeitos entre os 4 cm e 0s 8 cm) em pacientes sujeitos a cirurgia de resseccéo
parcial da mandibula, sem o uso concomitante de enxertos 6sseos aut6logos convencionais ou
outro tipo de material osteocondutor. Foi aplicada rhBMP2, implantada localmente numa
membrana de colagénio biodegradavel em conjunto com uma placa/infra-estrutura de titanio de
forma a evitar a compressao do defeito 6sseo. Verificou-se que, 3 a 4 meses apos a cirurgia,
todos os pacientes apresentavam evidéncia radiografica de formacdo dssea induzida por uma
resposta controlada a altas concentracdes de rhBMP2, tendo 2 deles sido sujeitos a colocacdo de
implantes para reabilitacdo protética ao fim de 6 meses pés-cirurgia.“”® Relatam ainda o efeito
benéfico sobre os tecidos moles, referindo a rhBMP2 como uma alternativa vidvel para o
tratamento de zonas necréticas ou pouco Vvascularizadas, como as encontradas em
osteorradionecrose ou osteonecrose por bifosfonatos.“?

Cloakie et al relatam a reconstru¢do de grandes defeitos mandibulares recorrendo a
bioimplantes contendo BMP7 num estudo com 10 pacientes, cujos defeitos eram decorrentes de
resseccdo devido a ameloblastoma ou osteomielite. Os autores relataram sucesso na formagéo
6ssea mandibular em todos 0s casos, e reconstrucdo funcional e estética ao fim de 1 ano, tendo
sido a BMP7 incorporada no bioimplante com a ajuda de uma suspensdo de matriz dssea
desmineralizada. Observou-se a formacdo de tecido 6sseo com um comportamento biol6gico e
biomecénico normal, resultando ultimamente em reabsor¢éo do bioimplante contendo BMP?7,

sendo este substituido por tecido 6sseo neo-formado.*¥
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Figura V. Radiografia panoramica de paciente incluido no
estudo de Clokie et al, demonstrando defeito
6sse0 mandibular considerdvel decorrente de
resseccdo cirdrgica no sector posterior direito.
(@ — Imagem inicial; (b) — 1 ano apo6s
reconstrugdo  com  bioimplante  contendo
BMP7; (c) — 4 meses ap6s colocacdo de
implante, verificando-se osteointegragdo do
mesmo no 0sso recém regenerado. (Fonte:
Clokie et al®¥)

Tom et al debrucaram-se também sobre a reconstrucdo de um segmento mandibular
usando neste caso a rhBMP2. Observou-se estabilidade mecéanica e normal histologia do tecido
0sseo formado, no relato de um caso de uma crianca do sexo feminino que nasceu com uma
fissura facial e hipoplasia mandibular esquerda, tendo sido realizada regeneracdo mandibular
com rhBMP2, seguida de osteotomia e subsequente distraccdo &ssea, observando-se
consolidacéo e crescimento do novo tecido 6sseo.*®

Relativamente ainda a reconstrucdo de fissuras faciais com defeito mandibular extenso,
pode ser referido o relato de caso de Carstens et al, onde a abordagem terapéutica fez uso de
rhBMP2, em combinagdo com implante de colagénio Heliostat®, observando-se sucesso clinico
na reconstrucio mandibular.“®

No Sindrome de Pierre Robin, a microrretrognatia resulta em problemas respiratérios,
pelo que o tratamento pode passar pela distraccdo mandibular, caso esse abordado por Franco et
al, onde se verificaram resultados satisfatérios no uso de rhBMP2 num protocolo de combinagéo
com outros biomateriais, como placas reabsorviveis. Verificou-se um alivio dos problemas
respiratorios e observou-se apenas um caso de ndo-uni&o.“”

Também Herford et al relatam sucesso na reconstrucdo mandibular com o uso de
rhBMP2, num caso de resseccao cirargica do corpo mandibular por tumor de células gigantes,
concluindo que o uso de rhBMP2 sem uso concomitante de materiais de enxerto 6sseo adicionais

resultava em excelente regeneracdo da area do defeito mandibular.®
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Tarnow et al relatam 3 casos clinicos de elevacdo do seio maxilar utilizando rhBMP2 em
esponja de colagénio acelular- ACS (Acellular Collagen Sponge), em combinagdo com enxerto
de osso desmineralizado, observando que a contraccdo da esponja era menor quando a rhBMP2
era utilizada. Verificou-se também que a formacéo 0ssea era semelhante quando utilizados dois
volumes diferentes de rhBMP2 em combinagéo com a esponja de ACS, concluindo, no entanto,
que se verifica necessidade de mais ensaios clinicos controlados e randomizados, pois o presente
estudo apresenta como falha o nimero de amostras (3 pacientes), ndo sendo possivel efectuar
uma extrapolacdo credivel dos resultados observados.“®

Numa avaliacdo da eficcia de rhBMP2 e ACS versus enxertos 6sseos autdlogos na
elevacdo do seio maxilar, Triplett et al observaram maior densidade 6ssea no grupo de
rhBMP2/ACS comparativamente ao grupo de enxertos 6sseos autdlogos, ndo se verificando
diferencas na analise histologica, concluindo assim acerca da seguranca e eficacia de
rhBMP2/ACS comparativamente ao enxerto 6sseo autlogo.*”

Schuckert et al descrevem um caso de uma paciente de 75 anos de idade, em que foi
realizado aumento vertical da maxila, devido a grave atrofia maxilar e prévia rejeicdo de enxerto
0sseo proveniente da crista iliaca. O protocolo terapéutico incluiu a implantacdo de blocos de
fosfato tricalcico embebidos em rhBMP2 e PRP (Platelet-Rich Plasma — Plasma Rico em
Plaguetas), observando regeneracdo 0ssea consideravel, permitindo assim a colocacdo de seis
implantes no osso recém-formado.®"

Também Glied et al procuraram aferir a eficacia da rhBMP2 na reconstrucéo de defeitos
6sseos mandibulares, num relato de 3 casos clinicos. Estes casos sofreram resseccdo cirlrgica,
dois devido a ameloblastoma e o terceiro devido a osteomielite. A rhBMP2 foi transportada
numa membrana de colagénio reabsorvivel, na auséncia de um biomaterial de preenchimento.
Verificou-se uma formacéo 0ssea insuficiente devido provavelmente ao facto de a rhBMP?2 ter-
se difundido rapidamente do local de accdo desejada. Os autores concluiram que em defeitos de
maior dimensdo, pode ser necessario 0 uso de uma estrutura osteocondutora estavel em
conjugagdo com um factor osteoindutivo.®?

Junge et al, num ensaio clinico randomizado, avaliaram o resultado clinico e radioldgico
da colocagdo de implantes em zonas regeneradas através de técnicas de regeneracao tecidular
guiada, com e sem adicdo de BMP2. Apds 3 e 5 anos, verificou-se que a taxa de sobrevivéncia
dos implantes era de 100% para os locais de teste assim como para os locais de controlo, ndo se
observando em radiografias periapicais radiolucéncia peri-implantar, concluindo que o0s

implantes colocados apresentavam excelente resultado clinico e radioldgico, tanto para o grupo
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utilizando BMP2 como para o grupo de controlo. Os autores ressalvaram, no entanto, que o

estudo carece de maior niimero de pacientes para ter maior expressividade nos resultados.®®
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Discussao

Embora a descoberta das BMPs tenha ocorrido hd ja bastante tempo, e inumeros
trabalhos se tenham debrugado sobre este tema, restam ainda ddvidas relativamente a utilizacéo
de abordagens clinicas com BMPs, nomeadamente relativamente a seguranca, previsibilidade e
aplicabilidade destas moléculas em intervencdes do foro da Medicina Dentaria.

As vias moleculares de sinalizacdo das BMPs tém sido intensamente investigadas, com
descobertas importantes a nivel dos mecanismos regulatorios (inibitérios e indutores) da sua
accdo, que até ha pouco tempo eram desconhecidos. Desta forma foram abertas portas para
aplicacdes mais direccionadas a certos pontos especificos da sinalizacio BMP, e a sua
conjugacdo em fendmenos de regeneracdo 0ssea versus uma abordagem mais generalizada e
indiscriminada do uso das BMPs.

Os estudos in vitro elaborados até agora permitem um vislumbre sobre a abrangéncia que
as BMPs podem ter em processos regenerativos, tanto na reconstrucdo de defeitos 6sseos, como
em Implantologia, por exemplo, denotando-se aqui que o campo de ac¢do das BMPs, embora
seja essencialmente e puramente presente na regeneracdo 0ssea, directa ou indirectamente
fornece bases para a multidisciplinaridade exigida pela reabilitacdo oral.

O recurso a técnicas inovadoras como a introducdo de sequéncias genéticas para a
producdo de uma BMP especifica em vectores como adenovirus é uma hipotese que se reveste de
grande interesse, sendo que a sua utilizacdo pode permitir que o préprio organismo seja utilizado
pelo adenovirus para dessa forma expressar BMPs autélogas, resultando num aumento da sua
concentracdo sem que para isso se tenha que recorrer a introducao no local de BMPs exdgenas.
No entanto € uma hipétese que ainda necessita de bastante pesquisa, essencialmente na sua
aplicacdo em modelos experimentais vivos e posteriormente em ensaios clinicos, validando
dessa forma a sua utilizagdo clinica.

Dos estudos analisados no presente trabalho verifica-se que existe unanimidade no
reconhecimento do potencial das BMPs para a regeneracdo 0ssea, relevando-se determinadas
BMPs especificas como as que possuem maior potencial, casos da BMP2 e da BMP7,
principalmente como a que é constatada através dos estudos que delas fazem uso na reconstrucéo
de grandes defeitos sseos mandibulares, com relato de grande sucesso, embora se possa apontar
a falta de ensaios clinicos randomizados, com um maior nimero de pacientes, quer no grupo

experimental, quer no grupo controlo.
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Da analise dos ensaios clinicos referenciados, é possivel verificar que os resultados ndo
sdo unanimemente relatados como superiores a outro tipo de materiais ou claramente efectivos
na regeneracdo de um defeito, podendo rebater-se estes resultados com falhas de metodologia de
algumas abordagens, seja no baixo numero de pacientes participantes nos ensaios clinicos, seja
por defeitos de cariz mais clinico, como a auséncia de um material de preenchimento ou uma
infra-estrutura que impeca a difusdo da BMP e consequentemente perda da sua ac¢do quando se
fala de defeitos 0sseos de grandes dimensdes. No entanto, apesar de resultados dispares, torna-se
unanime a opinido de que mais estudos sdo necessarios, assim como estudos com metodologias
cada vez mais refinadas, de forma a poderem ser colhidos resultados que se revelem

verdadeiramente significativos.
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Conclusao

Do presente trabalho é possivel concluir que o uso das BMPs se revela bastante benéfico
e a sua eficécia se revela mesmo superior a outro ripo de abordagens de regeneracdo 6ssea tidos
como “gold standard”, podendo ser utilizados em Implantologia de forma a melhorar a
osteointegracdo do implante, assim como para reconstrucdo de grandes defeitos 0sseos. A
compreensdo dos seus mecanismos de ac¢do tem sido, ao longo dos anos, cada vez mais
detalhado. No entanto verifica-se que o aprofundamento do conhecimento das vias bioldgicas
reveste-se de uma complexidade crescente em termos de mecanismos de regulacéo, e dificulta o
estabelecimento de estratégias terapéuticas simplificadas e orientadas para a regeneracdo 0ssea.
No entanto, grandes progressos tém sido conseguidos e resultados clinicos de sucesso tém sido
atingidos com 0 seu uso.

Ainda hoje em dia € discutivel se o real beneficio que as BMPs podem trazer para a
regeneracdo 0ssea, principalmente na area da Medicina Dentaria, € realmente compensavel pelos
custos soOcio-econdmicos que acarretam, sendo normalmente utilizados outros meios de
regeneracdo 0ssea, como enxertos autdlogos por exemplo, num contexto mais rotineiro. Desta
forma, é necessario que os ensaios clinicos abordando BMPs sejam intensificados, a sua
metodologia melhorada e que sejam incluidos cada vez mais pacientes nesse tipo de estudos,
para que se possa chegar a resultados crediveis, passiveis de serem extrapolados para uma
realidade mais clinica, viabilizando o seu uso na Medicina Dentaria como um método de elei¢do

para a regeneracao 0ssea.
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