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Resumo

A permanente reorganizacdo do tecido 0sseo, visando uma constante
adaptacdo ou reparacdo da sua microestrutura 6ssea, é levada a cabo por
diversas células dsseas, que assumem varias formas e fungdes e que, no seu
conjunto, constituem a série osteoblastica e a série osteoclastica.

As células osteoprogenitoras derivam de células mesenquimatosas
pluripotenciais presentes no periésteo e no estroma da medula 0ssea,
originando 4 sub-populacdes principais: 0s pré-osteoblastos, os osteoblastos
maduros, as células de revestimento 6sseo e 0s ostedcitos, sendo todas elas
consideradas como diferentes estadios funcionais do mesmo tipo de célula.

A remodelacdo 6ssea implica a reconstrucdo de uma area, iniciando-se
sempre com um processo de reabsor¢do. Os osteoclastos sdo as células com
maior responsabilidade nos dindmicos processos de remodelacao Gssea.

Na série osteoclastica podemos incluir os mondcitos circulantes, os
mondcitos presentes na medula 6ssea, 0s pré-osteoclastos e 0s osteoclastos.

Os osteoclastos sdo membros da linha celular dos mondcitos-
macrdfagos, podendo a sua diferenciacdo resultar de precursores mieldides
mas também de células macrofégicas ja bem diferenciadas.

O processo de diferenciacdo das células da linha osteoclastica esta
muito controlado pelas células da linha osteoblastica, através de um eixo de
regulacdo comum, vulgarmente conhecido por RANKL/RANK/OPG. Com
efeito, o equilibrio entre formacéo e reabsorcdo dssea estad na dependéncia das
flutuacGes locais do racio RANKL/OPG.

O ciclo celular da remodelagdo compreende uma série ordenada de
eventos que vdo converter uma superficie em repouso numa zona em
remodelacdo seguindo uma sequéncia imutavel de activacdo (A)- reabsorgédo
(R) - formagéo (F).

As equipas celulares responsaveis por estas multiplas actividades
incluem néo so celulas especificas do tecido 6sseo como células do sistema
imunitario.

Nesta perspectiva, um mecanismo de tipo inflamatério parece estar na

base de todo o processo de remodelacdo, podendo mesmo considerar-se 0
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préprio processo de remodelacdo (ele prdprio) como sendo uma resposta
inflamatoria localizada nas areas de tecido 0sseo estrutural ou funcionalmente
danificado.

Da comunicagdo e integracdo das células do sistema imunitéario e do
sistema osteoarticular, compartilhando uma base comum, surgiu uma area
emergente, de contornos mal definidos, mas de estreita articulacdo e
sincronismo, denominada osteoimunologia.

A osteoimunologia assenta num eixo de regulacdo comum vulgarmente
conhecido por RANKL/RANK/OPG, ja anteriormente descrito, que constitui
uma ponte molecular responsavel pelo crosstalk e intima relacdo entre o
sistema imune e 0 metabolismo 6sseo. Em situagGes patoldgicas o processo de
remodelacdo Ossea sofre quase sempre um desvio para privilegiar a
osteoclastogénese, conduzindo a um reforco da reabsor¢do 0ssea,
relativamente a formacéo.

Nos casos de artrite reumatoide observa-se uma forte participacdo de
linfocitos T (TH-17 cells) no processo de formacdo dos osteoclastos,
traduzindo uma contribuicdo determinante destas células (estimulando a
producdo de RANKL) para a perda da massa dssea e consequente deformacéo
articular. Pode actualmente considerar-se a artrite reumatdide como uma
RANKL disease. Uma excessiva perda 6ssea observa-se ndo s nas doengas

inflamatdrias, mas também nas doencas auto-imunes e neoplasicas.

Também acompanhada por um processo inflamatério, neste caso
mediado pelo défice de estrogénios, a osteoporose sera abordada com especial
atencdo e de uma forma interdisciplinar, por constituir o maior problema de
salde publica para adultos saudaveis acima dos 55 anos de idade e se prever
um aumento da sua incidéncia mundial de 3 vezes nos proximos 5 anos devido
ao envelhecimento da populagdo, se ndo houver nenhuma estratégia

interventiva.



O défice de estrogénios tem efeitos directos estimulando a linhagem
osteoclastica e inibindo a linhagem osteoblastica e efeitos indirectos,
principalmente mediados por células do sistema imunitario, com activacéo de

células T.

O estado pro-inflamatério que acompanha a osteoporose e 0

envelhecimento em geral designa-se por inflammaging.

O tecido 6sseo constitui um destino frequente para a instalacdo e
formacdo de lesdes neoplasicas secundérias. Ainda que a primeira vista a
natureza mineralizada do tecido 0sseo possa parecer uma barreira ao
desenvolvimento de grandes formacgfes tumorais, esta circunstancia é, no

entanto, facilmente contornada e ultrapassada pelas células cancerosas.

. O “dialogo” entre as células cancerosas (seed) e 0 micro-ambiente existente
nos 6rgdos alvo (soil) ira orientar o destino das células metastaticas e a possivel
existéncia de condicOes para a sua proliferacéo e sobrevivéncia.

Pode afirmar-se, pois, que o tecido 6sseo constitui, um terreno fértil para os
processos de metastizagdo tendo em conta que: a) € formado por Aareas
metabolicamente muito activas e altamente vascularizadas; b) possui um sistema
vascular que permite uma facil entrada e saida das células; ¢) 0s normais processos
de remodelacdo 0Ossea (necessarios a uma constante adaptacdo deste tecido ao
meio ambiente) fornecem moléculas quimiotacticas e factores de crescimento para
0 meio ambiente que, por um lado atraem as células cancerosas e por outro
suportam o seu crescimento. Com efeito, a matriz déssea constitui um rico
“armazém” de factores de crescimento que sao libertados durante o turnover
0sseo. Deste modo, as células cancerosas ai residentes encontram um cocktail de
citoguinas e factores favoraveis ao seu desenvolvimento; d) finalmente, as células
cancerosas podem modular a actividade dos osteoblastos e osteoclastos a seu
favor, desenvolvendo em paralelo uma rede vascular de suporte.



Abstract

The dynamic nature of the skeleton is achieved by a process called
«remodeling», which involves the co-ordinated actions of osteoclasts,
osteoblasts, osteocytes within the bone matrix and osteoblast-derived linning
cells that cover the surface of bone. The co-ordinated actions of these cells is

described as the «Basic Multicellular Unit».

A bone remodeling compartment (BRC) is created beneath the flattened
osteoblast linning cells at a location near the damage, so that recruitment os
precursor cells destined to become the osteoclasts and osteoblasts occurs near

the damage to be repaired.

Remodeling commences with signals that initiate osteoclast formation,
followed by osteoclast-mediated bone resorption, a reversal period, and then a
long period of bone matrix formation mediated by osteoblasts, followed by

mineralization of the matrix.

Bone remodeling is tightly regulated by central, systemic and local factors.
The relative concentration of RANKL and OPG in bone is a major determinant

to balance bone formation and resorption.

The bone and immune systems share an abundance of molecules and
regulatory mechanisms. The interaction between the immune and skeletal

systems has long be acknowledged, but investigation into rheumatoid arthritis



ha highlighted the importance of the dynamic interplay between the two
systems. Osteoimmunology analyses the interactions between bone and

immune cells.

In the bone destruction associated with RA, IL-17-producing helper T cells
(Th 17) play a major role by inducing RANKL and therefore RA can be
considered as a RANKL disease. The same applies to other inflammatory and

auto-immune disorders and to cancer.

Since 1941 that osteoporosis has been proposed as a consequence of estrogen
deficiency. Collectively, estrogen deficiency has direct as well as indirect
impacts on bone metabolism all of which promote osteoclastogenesis through
T cell activation. The proinflammatory status associated with aging in general
and the postmenopausal phase in particular is refered to as «inflammaging»,

which is evidenced by the increase of systemic IL-1, IL-6 and TNF-a.

The skeleton is a common destination for many cancer metastases. Several
molecular mechanisms bring about cancer calls to metastize to bone, and
osteotropic cancer cells are believed to acquire a bone cell pseudo-phenotype
by osteomimicry, which improve homing, adhesion, proliferation and survival
in the bone microenvironment. Several microenvironmental factors improve
the ability of cancer cells to develop at skeletal sites and a reciprocal
deleterious stimulation generates a vicious cycle between the tumor cells and

the cells residing in the bone environment.



In some patients, bone metastases develop many years after the surgical
removal of the primary tumor, suggesting that the osteotropic malignant cells
may have a long period of quiescence before developing the secondary lesion.
The osteoblast niche, known to maintain the hematopoietic stem cell
population in a quiescent status, is likely to be involved in the development of

bone metastases.



Introducao

O tecido dsseo esta continuamente sujeito a um processo de renovagdo com
aproximadamente 25% de tecido 6sseo trabecular e 3% de tecido cortical a
serem substituidos anualmente, numa média de 10% de osso total, havendo
uma renovacdo completa cada 10 anos. A deposicdo e reabsorcdo dsseas,
através de mecanismos de modelacdo e remodelacdo 0sseos, S0 processos
dindmicos efectuados por BMUs (Basic multicelular units), unidades
constituidas por células de linhagem osteoblastica e osteoclastica, assim como
por células ndo BMUs (células do sistema imunitario, sistema endotelial e
sistema nervoso) . No tecido trabecular normal cerca de 900 BMUs séo
iniciadas em cada dia verificando-se cerca de 180 BMUs no tecido cortical
BMUs iniciadas por dia [1,2]

Os mecanismos de modelacdo e remodelacdo Gssea assentam numa complexa
maquinaria celular, que por sua vez esta sujeita a ac¢do de numerosos factores
de regulacdo. Assim, a constante adaptacdo da micro - estrutura 0ssea as
diferentes solicitacGes, resulta da existéncia de uma intima correlacdo e
integracdo entre estimulos e respostas celulares.

Os processos de remodelacdo ndo sdo mais do que a traducdo funcional de
diferentes actividades celulares, representando no seu conjunto a mais notavel
resposta do tecido 6sseo.

Este trabalho visa prioritariamente proporcionar uma panoramica geral do
processo de remodelacdo Ossea e dos seus factores de regulacdo. Ainda dentro
deste contexto pareceu-nos importante fazer algumas consideracdes sobre
osteoimunologia, osteoporose e processos de metastizacao 0ssea .
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Algumas nocdes sobre a capacidade de optimizacao

biomecéanica do tecido 6sseo

E através da remodelacdo e modelagio que 0s 0ssos s30 capazes de processos
de adaptacdo e auto-reparacdo da sua estrutura como resposta a alteragdes
mecanicas, biologicas e bioquimicas. Muitas dessas exigéncias diferem
consoante a localizacdo anatomica, por esse motivo, ndo € surpreendente a
variabilidade da microestrutura (e respectivas propriedades) do tecido 6sseo
desde a disposicdo densa e reforcada da estrutura do cortex diafisario ao
aspecto em favo de mel, menos denso de o0sso trabecular das regides

metafisarias.

O que determina a organizacdo da arquitectura do tecido 6sseo? Porgué a

anisotropia do osso lamelar?

Sob condicdes de imponderabilidade e/ou inactividade fisica, a perda de massa
Ossea pode ser bastante significativa. Ao invés, a actividade leva
habitualmente ao reforco do tecido 6sseo, dependendo o aumento de massa

Ossea da intensidade e frequéncia dos esforcos realizados .

Isto implica que a formacdo de tecido 0sseo é essencialmente aumentada por
aplicacdo dindmica de carga, tendo-se demonstrado que aplicacdo de carga

com baixa amplitude/magnitude (< 10 u€) e elevada frequéncia (10 — 100 Hz)
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estimula a deposi¢do do tecido 6sseo e inibe a osteoporose de desuso. Este tipo

de estimulos sdo muito frequentes nas actividades rotineiras do dia-a-dia.

Uma aceleracdo nos ciclos de carga dindmica tem também um elevado
potencial osteogénico. Isto pode ser conseguido através de saltos em direccdes

inabituais numa actividade fisica de elevado impacto.

A justificacdo para a formacdo de tecido 0sseo ser estimulada
preferencialmente por cargas dinamicas (em detrimento de cargas estaticas),
de elevada frequéncia e baixa amplitude, advém da resposta osteogénica (
mecanossensibilizada pelos ostedcitos) depender de fluxo de fluido na rede de
canaliculos causada por aplicacdo subita de shear stress (carga) sobre o tecido

0sseo. [3].

Verifica-se, no entanto, que uma aceleracdo de ciclos de carga de estimulos
mecanicos de alta amplitude e baixa frequéncia pode ter efeitos osteogénicos
comparaveis a baixo numero de ciclos de cargas de elevada frequéncia e baixa

amplitude. [3]..

Existe, portanto, uma relacdo dindmica entre a estrutura do tecido 0sseo e 0
meio envolvente [4], estabelecida pela lei de Wolf, anatomista do fim do
século XIX que afirmava que os elementos trabeculares do esqueleto ndo
foram concebidos apenas para realizar uma fungéo especifica de suporte, mas
tambeém para responder as for¢as a que esta sujeito, alterando constantemente a
sua constituicdo estrutural, durante todo o tempo de vida do individuo. De
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acordo com esta lei, as caracteristicas geométricas dos 0ssos e a distribuicdo
dos seus componentes micro-estrururais sdo determinadas pela magnitude e
direcgdo das tensbes a que estdo sujeitos. Assim, as trabéculas dsseas (e as
fibras de colagénio) encontram-se preferencialmente alinhadas segundo a
direcgdo das tensdes maximas aplicadas dai resultando a anisotropia do 0sso (0
0sso trabecular é mais resistente e rigido na direccdo do alinhamento
trabecular), sendo que nas regiGes onde predominam forcas de compressdo ha
uma disposicao transversal das fibras de colagénio e das trabéculas 6sseas em
relacdo ao eixo sob carga. Uma alteracdo das forgas mecanicas aplicadas
localmente no tecido 6sseo causa modificacfes na orientacdo das fibras de
colagénio e nas trabéculas Gsseas. A anisotropia de tecido 6sseo melhora a
eficiéncia estrutural, isto é, permite que se verifique o principio « maximal
strength with minimal mass» [5] conferindo forca para resistir a aplicacdo de

carga e leveza para permitir a sua mobilidade [6].

Seeman, E. sintetiza estas observacfes afirmando que «Bone’s material
composition and structure determine the loads it can tolerate. However, the
loads on bone also determine its structure. This adaption is carried out by the

cellular machinery of bone modeling and remodeling». [6,7,8].
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Células do tecido 0sseo

O tecido Gsseo é, sob um ponto de vista celular, um tecido bastante

econdmico, sendo constituido, apenas, por duas linhas celulares.

As populacBes de células que constituem o tecido 6sseo assumem diversas
formas e designacdes, com base na sua diferente morfologia, actividade e
localizagcdo em relacdo a matriz calcificada. Estas células podem ser agrupadas
em duas series diferentes: células da linha osteoblastica, responsaveis pelo
processo de formacdo da matriz dssea e celulas da linha osteoclastica,

relacionadas com a sua reabsorcao.

Células da linha osteoblastica

As células da linha osteoblastica tém origem nas células
mesenquimatosas  indiferenciadas e  pluripotenciais, tendo  sido
tradicionalmente consideradas de localizacdo exclusiva no peridsteo e no
estroma da medula éssea. Para além de células osteoblésticas, as células
mesenquimatosas indiferenciadas podem também dar origem a células
condroblasticas, fibroblasticas ou adiposas, em funcdo da especificidade de
diferentes factores indutores locais, de diferentes estimulos mecénicos e de

diferentes condic¢des de vascularizagdo. Em relacéo a este ultimo aspecto, esta
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hoje perfeitamente demonstrado que em areas ricamente vascularizadas a
diferenciacdo das células com potencial osteogénico vai, naturalmente,
conduzir ao aparecimento de osteoblastos e de uma matriz 6ssea. Mas, por
outro lado, em regiGes, onde a rede vascular ndo esteja suficiente
desenvolvida, existindo uma baixa de tensdo de oxigénio, as células
osteoprogenitoras podem diferenciar-se em condroblastos e originar um tecido
cartilagineo (situacbes muitas vezes observadas aquando da formacdo do calo
0sseo, no processo de cicatrizacdo das fracturas), ou mesmo em fibroblastos e
dar origem a um tecido fibroso. [6,9].

As células da linha osteobléstica integram quatro sub-populagdes
principais: os pré-osteoblastos, os osteoblastos maduros, as células de
revestimento 6sseo e os ostedcitos, sendo todas elas consideradas como
diferentes estadios funcionais da mesma célula. Uma série complexa de etapas
de proliferacdo e diferenciacdo permite que as células mesenquimatosas

pluripotenciais se transformem em osteoblastos maduros.[10]

Os pré-osteoblastos sdo considerados células precursoras, mas ja
envolvidas na diferenciacdo osteoblastica representando um estadio intermédio
da diferenciacdo. Estas células encontram-se geralmente perto das superficies
de formacgdo Ossea, sob a forma de células alongadas, apresentando uma
reduzida capacidade proliferativa. Por outro lado vdo adquirindo
progressivamente um fenotipo osteoblastico. O desenvolvimento embrionéario

e a diferenciacdo dos osteoblastos s&o controlados por factores de crescimento,
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como as proteinas morfogenéticas 6sseas (BMPs), e o factor de crescimento de
transformagdo B (TGF-B) que através de factores de transcricdo vao activar
genes associados a proteinas especificas dos estadios mais precoces da
formacdo da matriz dssea. Os pré-osteoblastos expressam também alguns proé-
oncogenes c-myc, c-fos, c-jun, que intervém activamente na proliferacdo e

diferenciacédo das células osteoblasticas jovens.

Osteoblastos

Os osteoblastos tornam-se maduros quando atingem a superficie 6ssea
e apresentam-se, entdo como células cubicas, altamente polarizadas, dispostas
em paligada (frequentemente designadas por epitélio ostedide), actuando como
uma barreira que controla o fluxo de iGes para dentro e para fora do tecido
6sseo (Fig. 1). Entre estas células formam-se jungdes comunicantes (gap
junctions), que sao fundamentais para a ligacdo e comunicacdo entre células

adjacentes.

Os osteoblastos maduros séo células sem capacidade de divisdo mas
metabolicamente muito activas. Apresentam, de facto, caracteristicas ultra-
estruturais tipicas da sua funcdo, ou seja, sintese e secre¢do de proteinas de
exportacdo, evidenciando um aparelho de Golgi e um reticulo endoplasmatico
rugoso, bem desenvolvido e numerosas mitocondrias. Entre as proteinas
sintetizadas pelos osteoblastos estdo o colagénio tipo | e proteinas ndo
colagénicas como a osteopontina, a osteocalcina e a sialoproteina 0ssea entre
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outras. Estas proteinas ndo colagénicas tém uma importancia fundamental no
processo de mineralizacdo, ou seja, na ligacdo do colagénio aos cristais
minerais de hidroxiapatite. Os osteoblastos apresentam uma forte reaccao
quimica para a fosfatase alcalina (localizada na membrana celular), que
desaparece quando as células se tornam enclausuradas na matriz, como
ostedcitos. Ainda neste contexto, é necessario sublinhar o facto dos
osteoblastos sintetizarem muitos e variados factores de crescimento, que ficam
incorporados na matriz dssea, desempenhando um papel determinante, tanto
na formacgdo de tecido 6sseo como na diferenciacdo e na actividade dos

osteoclastos.

Os osteoblastos sdo responsaveis ndo s6 pela formacgéo da matriz éssea
mas também pela sua mineralizacdo. De facto, o tecido 6sseo € constituido por
uma fase mineral, formada essencialmente por cristais de fosfato de célcio, sob
a forma de hidroxiapatite, que assenta numa organizada matriz colagénica
(fase orgénica). A combinagdo da fase mineral e da fase organica confere ao
tecido Gsseo propriedades biomecéanicas Unicas. As fibras de colagénio
conferem uma certa elasticidade ao tecido 06sseo, bem como algumas

capacidades de resisténcia a propagacao de fissuras.
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Figura 1. Osteoblastos na periferia de uma trabécula éssea em formacso. E
visivel, também, a presenga de ostedide e de matriz mineralizada.

Os  osteoblastos  apresentam  numerosos  prolongamentos
citoplasmaticos, que se projectam para a matriz éssea e que se interdigitam e
comunicam com os prolongamentos dos ostedcitos. Este facto permite o
estabelecimento de importantes relacbes entre os osteoblastos activos na
superficie dssea e 0s ostedcitos que estdo no seio da matriz calcificada.

Estas células funcionam ainda com receptores e transmissores de sinais
para a remodelacdo dssea.

Com efeito, a excepcdo da calcitonina, todas as hormonas e muitos
factores de crescimento e citoquinas que controlam a reabsor¢do do tecido
0sseo, tém receptores nos osteoblastos e ndo nos osteoclastos. Tudo indica,

portanto que sdo as células osteoblasticas e ndo os osteoclastos que

18



desencadeiam o processo de reabsor¢ao dssea.

Terminado o periodo de secrecdo activa, 0s osteoblastos achatam-se e
transformam-se em células de revestimento 6sseo ou em ostedcitos, podendo

desaparecer do local de formacao dssea, provavelmente por apoptose.

As células de revestimento 6sseo (linning cells) formam uma camada
continua de células achatadas que reveste a maior parte da matriz calcificada,
situando-se ao longo das superficies do endosteo. Estas células apresentam uma
capacidade de sintese reduzida, sendo consideradas quiescente ou de repouso.
Porém, podem reconverter-se em celulas osteoblasticas activas se devidamente
estimuladas, sendo-lhe atribuido um papel cada vez mais relevante nos

processos de remodelacdo dssea (fase de reversdo).

O osteoblasto ao envolver-se completamente na matriz dssea
calcificada, fica aprisionado em cavidades denominadas por lacunas ou

osteoplastos, diferenciando-se deste modo em ostedcito.

Ostedcitos

Os ostedcitos sdo células altamente ramificadas, localizadas nas suas
lacunas dsseas, comunicando entre si e com as células da superficie 6ssea,
através de uma rede de canaliculos, que conttm 0S Seus numMerosos
prolongamentos citoplasmaticos e que permitem a passagem de nutrientes e de

muitas outras substancias. A vida do ostedcito depende deste processo de
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difusdo de nutrientes e a vida da matriz éssea depende do ostedcito.

Os prolongamentos celulares dos ostedcitos situados no interior dos
canaliculos encontram-se, também, interligados por juncdes comunicantes
(gap junctions), formando uma rede que é conhecida como spider’s web of
boné[8], apresentando uma profunda analogia com a rede «neuronal» que se
observa no tecido nervoso. Perante esta observacdo P J Nijweide e tal. Chega
mesmo a colocar esta interessante questdo : «Are the osteocytes the nerve cells

of the mineralized bone matrix?».

Devido ao seu elevado nimero (sendo as células mais numerosas) e
complexa organizacdo e disposicdo, 0s ostedcitos estdo numa situacdo
privilegiada para captar as alteracfes da matriz dssea e os estimulos mecanicos
que actuam sobre o 0sso (mecanossensores). Estas informacgdes sao depois
transmitidas as células da superficie para que estas possam activar 0s
processos de remodelacdo Ossea, sempre que estes sejam necessarios. Seeman
descreve desta forma interessante o papel do ostedcito no processo de
remodelagdo “in the cellular symphony of bone remodelling the osteocytes is
one the most important members of the orchestra, if not the first violinist or

conductor”. [8]
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Figura 2 - Esquema representativo da distribuicdo e localizacdo na
matriz 6ssea das células da linha osteobléstica. Os osteoblastos e as células de
revestimento 06sseo encontram-se dispostos numa camada continua, a
superficie da matriz 6ssea (uma zona de matriz organica ndo calcificada,
denominada por ostedide, separa estas células da matriz calcificada). Os
ostedcitos encontram-se situados no interior de lacunas existentes na matriz
Ossea. Por sua vez, uma profusa rede de canaliculos interligam as lacunas entre
si e alojam os prolongamentos dos ostedcitos. Este conjunto (ostedcitos e
sistema lacuno-canalicular) forma uma complexa rede que pde em
comunicacdo 0s ostedcitos, 0s osteoblastos e as células de revestimento
0sse0.*

O mecanismo pelo qual as forcas mecéanicas conseguem regular processos
celulares é designado de uma forma global por mecanotransdugdo. Assim
sendo, a mecanotransducdo pode ser entendida como a conversdo de um sinal
de natureza mecénica (forca) numa resposta celular de natureza bioquimica.
Por outras palavras, pode considerar-se 0 mecanismo de transdu¢do como um

processo pelo qual certas células (células receptoras) detectam ou “sentem”
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certos sinais mecanicos (forcas ou tensdes aplicadas) gerando uma resposta
celular (de natureza bioquimica) dirigida as células alvo (células efectoras).
Estas ultimas células véo, por sua vez, activar ou modular 0s processos de
remodelacdo. Os ostedcitos constituem nestas circunstancias as células
receptoras ou mecanosensoras, sendo as células de revestimento 0sseo, 0s

osteoblastos e os osteoclastos, as células efectoras.

Porém, os ostedcitos ndo respondem directamente aos estimulos
mecanicos que atingem a matriz mineralizada mas respondem (indirectamente)
as alteracdes e deformacGes do fluido extracelular. Com efeito, os ostedcitos
parecem ser particularmente sensiveis as diferencas de fluxo e pressdo
hidrostatica do fluido existente no sistema lacuno-canalicular. Assim, a
deformacdo da matriz dssea (que ocorre pela aplicacdo de uma determinada
forca) pode causar diferencas de presséo no fluido que preenche o0s
canaliculos, alterando o seu fluxo (isto é, a sua velocidade). E nesta interaccéo,
entre 0 movimento do fluido e os ostedcitos, que reside a chave da
mecanotransducédo. Estas alteracfes do meio extracelular (variagcdes de pressdo
e velocidade dos fluidos) sdo, pois, captadas pelos ostedcitos que as convertem
em sinais e mensagens moleculares (6xido nitroso e prostaglandinas,
alteracbes da carga eléctrica, alteracbes na membrana plasmética com
libertacdo de calcio), que serdo transmitidas, como ja foi referido, as células
efectoras quer através dos prolongamentos celulares e gap junctions (activando

a rede intracelular de comunicagfo) quer por difusdo no fluido extracelular. E
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cada vez mais consensual que estes mecanismos nao actuam de forma isolada,
mas sim em sinergia, observando-se diversas vias alternativas em simultaneo.
Por outro lado, a existéncia de uma &rea de matriz danificada ou
comprometida (pela presenca de microfissuras) pode provocar uma restrigdo
na acessibilidade dos ostedcitos aos nutrientes e oxigénio, o que leva a sua
apoptose. A apoptose dos ostedcitos desencadeia quase sempre processos de
remodelagdo dssea, verificando-se uma intima associacdo, no tempo e no

espaco, entre microfissuras, apoptose dos ostedcitos e remodelacéo 6ssea.[3]

Osteoclastos

Os osteoclastos desempenham uma fungdo essencial na remodelacdo e na

renovacao do tecido dsseo.

Os osteoclastos sdo células gigantes multinucleadas (Figura 5 e 6) altamente
especializadas nos processos de reabsorcdo da matriz éssea, desenvolvendo,
para este fim, uma eficaz e complexa maquinaria (que lhes confere
caracteristicas e capacidades unicas). Podem ser observados nas superficies
Osseas, principalmente no endosteo e, ocasionalmente, na superficie do
peridsteo. A regido 0ssea que esta a ser reabsorvida apresenta a forma de uma
cripta ou lacuna (Figura 5 e 6) recebendo a designacdo de lacuna de Howship.

Os osteoclastos despendem a maior parte da sua vida no processo de
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reabsor¢do (levado a cabo nas lacunas de Howship), sendo as fases pré e pos-

reabsorcéo relativamente curtas.

Figura 3 - Aspecto em microscopia de luz de osteoclastos presentes
em lacunas de Howship a superficie de uma trabécula éssea. Corte histolégico
de material descalcificado corado com HE.*

Para dar inicio ao processo de reabsor¢do, o osteoclasto (Figura 6) une-se
intimamente a matriz 6ssea, de modo a criar um compartimento estanque. Esta
ligagdo ¢ feita entre integrinas (avP3), expressas e localizadas na sua
membrana celular, e sequéncias RGD presentes em certas proteinas da matriz
Ossea. Nesta fase estabelece-se no osteoclasto uma forte polarizagdo, com o
polo apical voltado para a matriz 6ssea e a superficie basolateral orientada para
0 micro-ambiente medular.*

No polo apical ocorre, entretanto, a formagdo de numerosas projeccoes
digitiformes, semelhantes a microvilosidades (bordadura em escova), que se
estendem até a superficie 6ssea e através das quais sdo lancados varios
produtos que degradam a matriz adjacente, originando progressivamente uma

lacuna de reabsorcao[11]
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Figura 4 — Osteoclasto em actividade de reabsorcdo. O compartimento
imediatamente subjacente a bordadura em escova (RB) constitui o local onde
ocorre a reabsorcdo 0ssea. No interior do osteoclasto, a anidrase carbdnica
(AC) promove a conversdo de gas carbonico (CO,) e agua (H,O) em ides
hidrogénio (H") e bicarbonato (HCO3) A bomba de protdes, localizada na
membrana da RB, promove a libertagdo dos ides H* para o microambiente
onde se processa a reabsorcio 6ssea. A acidificacdo, promovida pelos ides H*,
contribui para a desmineralizacdo da matriz 6ssea, ocorrendo a dissolugdo dos
cristais de hidroxiapatite [Ca;o(PO4)s(OH),] e consequente libertacdo de calcio
(Ca’") e fosfato (HPO,). Segue-se, entdo, a secrecdo de enzimas lisossomais.
Estas enzimas sdo responsaveis pela degradacdo das proteinas colagénicas e
ndo-colagénicas da matriz. Os produtos da degradacdo da matriz organica sdo
internalizados na RB, por meio de vesiculas (Ve) e transportados para o
interior do osteoclasto, sendo posteriormente, conduzidos para 0 meio
extracelular. N, nucleos; M, mitocondria; L, lisossomas; RER, reticulo
endoplasmatico rugoso; CG, complexo de Golgi; MDes, matriz Gssea
desmineralizada; MDeg, matriz éssea parcialmente degradada.*

A reabsorcdo propriamente dita € um processo altamente organizado e
sequencial (levado a cabo na lacuna de reabsorcdo) constituido por duas fases
consecutivas. A primeira fase consiste num processo de acidificacdo do

compartimento atras mencionado (através da producio de protdes H* e anides
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CI’), provocando a dissolucdo dos cristais de hidroxiapatite, constituintes da
fase mineral da matriz 6ssea. Numa segunda fase, tem lugar a degradacédo
completa da fase orgénica por accdo de numerosos enzimas proteoliticos

(catepsinas e metaloproteinas da matriz).*!

Na série osteoclastica podemos incluir os mondcitos circulantes, 0s
mondcitos presentes na medula éssea, 0s pré-osteoclastos e 0s osteoclastos. Os
osteoclastos s@&o membros da linha celular dos mondcitos-macrofagos,
podendo a sua diferenciacdo resultar de precursores mieldides (medula 6ssea —
série hematopoiética) mas também de células macrofagicas ja& bem
diferenciadas. Assim sendo, pode considerar-se que 0 osteoclasto ndo sera uma
verdadeira célula 6ssea, mas sim uma célula sanguinea altamente especializada
que possui muitas caracteristicas imunoldgicas. A semelhanca filogenética
entre o sistema imunolégico e o osteoarticular resulta numa forte comunicacgéo
e integracdo entre estes dois sistemas, ocupando o osteoclasto uma posicéo

chave.l'Y

Com efeito, os osteoclastos sdo geralmente células com uma ma “reputagao”

estando, quase sempre, associadas a desiquilibrios e situagfes patoldgicas.

Schilling et al (2006) (12), num artigo muito original e interessante a propdsito de

osteoclastos, colocam a seguinte questdo: “Why does bone in contrast to all other

tissues entertain a cell to destruct itself?”, respondendo logo a seguir que “the

reason may be that the osteoclast is not a true bone cell, but rather a highly
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specialized blood cell”. A este respeito referem ainda que “bone resorption can be

viewed as a fight between bone marrow and bone for the bone marrow space”.

Parece importante sublinhar mais uma vez que os osteoclastos sdo as
células com maior responsabilidade na dindmica processos de remodelacédo

0ssea.

Osteoclastogenese

O processo de formacdo, desenvolvimento e maturacdo dos
osteoclastos engloba mdaltiplas etapas sendo a fusdo celular de precursores
mononucleares uma das mais emblematicas.

Para iniciar o seu processo de diferenciacdo, os osteoclastos necessitam
da presenca de células osteoblasticas (ou de células mesengquimatosas do
estroma da medula dssea) capazes de produzir factores de diferenciacdo e
activacdo, que incluem, entre outros, o factor estimulador de coldnias de
macrofagos (macrophage colony stimulating Factor — M-CSF).

Os osteoblastos expressam ainda (e na sua superficie) uma outra
proteina transmembranar conhecida por RANKL (ligando para o receptor de
activacdo do factor nuclear kappa B). Para que possa dar-se a activacdo das
células osteoclasticas é necessario que estas desenvolvam entretanto (também

na sua superficie) um receptor transmembranar designado por RANK.
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A interaccdo do RANKL (presente na superficie dos osteoblastos) com
0 RANK (presente na superficie dos pré-osteoclastos) leva a maturagdo dos
osteoclastos sendo um dos principais “motores de arranque” da
osteoclastogénese. De facto, estd hoje bem estabelecido que o contacto célula-
a-célula entre células da linha osteobléstica e osteoclastica constitui um pré-
requisito necessario e, até hd bem pouco tempo essencial, para a maturacao e
activacdo dos osteoclastos. De facto, os osteoblastos, através de um
mecanismo que envolve o contacto entre estas células e os precursores
osteoclasticos, constituem um dos principais indutores da osteoclastogénese
(Figura 7).

Todavia, 0 RANKL pode também ser sintetizado pelas células
dendriticas, linfocitos T e B (todas células de natureza inflamatéria),
apresentando-se, neste caso, sob uma forma solGvel. O conhecimento deste
facto tem uma importéncia vital nos processos de reabsor¢do 6ssea associados

a situacdes inflamatdrias.

Os osteoblastos sintetizam ainda uma outra proteina, neste caso
sollvel, a osteoprotegerina (OPG), com uma alta afinidade para o RANKL,
impedindo ou bloqueando a ligacdo do RANKL ao seu receptor RANK. Por
este mecanismo, a OPG regula a populagédo funcional dos osteoclastos,
actuando localmente como um “travao” a osteoclastogénese, reduzindo, deste

modo, a reabsorc¢do dssea (Figura 5).
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Figura 5 - Esquema do processo de diferenciacdo dos osteoclastos
(osteoclastogénese) através do sistema RANKL/RANK/OPG com intervencao
directa dos osteoblastos.*

Com efeito, as células da linha osteoblastica podem controlar o
desenvolvimento e a actividade osteoclastica (em resposta a diferentes
estimulos mecanicos, hormonais e inflamatorios) ajustando os niveis de
expressdo do RANKL e de OPG.!*®! A presenca de altos niveis de RANKL
promove a osteoclastogénese, enquanto que uma maior expressdo de OPG
resulta numa diminuicdo da osteoclastogénese, ou mesmo na apoptose dos

osteoclastos. Assim, as células da linha osteoblastica podem funcionar como

um reéstato (Figura 8) do processo de reabsorcdo dssea.™
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Figura 6 - Mecanismo de regulagdo da populagdo funcional de
osteoclastos, a semelhanca de um redstato, efectuado pelas células da linha
osteoblastica com base nos niveis de RANKL e de OPG.*

Uma nota final para referir, mais uma vez, que muitos séo os trabalhos
que tém vindo a demonstrar**® que algumas citoquinas pré-inflamatdrias e os
LPSs (lipopolissacarideos componentes da superficie da parede de algumas
bactérias Gram negativas) podem estar envolvidos na diferenciacdo terminal
dos osteoclastos (Figura 9), de uma forma independente dos osteoblastos (ou
seja, sem a necessidade do contacto directo com estas células). Tanto a
Interleucina-1 (IL-1), Interleucina-6 (1L-6) como o factor de necrose tumoral &
(tumoral necrose factor a — TNF-a) podem estimular por si sb6 a

osteoclastogénese. ™
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Figura 7 — Representacdo esquematica do processo de diferenciagdo e
activacdo das células osteoclasticas sob o efeito do TNF-a, RANKL, IL-1 e
LPS. A presenga de M-CSF ¢ indispensavel a todo este processo. De notar,
porém, que as citoquinas TNF-a, IL-1 e LPS actuam de forma independente do
eixo RANKL/RANK. O conjunto dos TRAFs representa um mecanismo de
transducdo intracelular que leva a activacdo de factores de transcricdo (NF-kB,
JNK) que regulam a diferenciagdo e maturacéo final dos osteoclastos.*

A remodelacdo 0ssea é considerada por muitos autores, como iremos
abordar mais adiante, uma resposta inflamatdria. Assim, esta situacdo pode ser

agravada por um terreno inflamatorio favoravel.

Em sintese, pode afirmar-se que o processo de diferenciacdo das
células da linha osteoclastica esta muito controlado pelas células da linha
osteoblastica, através de um eixo de regulagdo comum, vulgarmente conhecido

por RANKL/RANK/OPG. Porém, esta via ndo é de sentido Unico e, como
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veremos posteriormente, também os osteoclastos condicionam e modulam
muitas das actividades osteobléasticas.

O sistema de citoquinas RANKL/RANK/OPG constitui um eixo
fundamental na regulacdo da massa 6ssea. Com efeito, o equilibrio entre
formacdo e reabsorcdo Gssea estd na dependéncia das flutuagGes locais do

racio RANKL/OPG.

Remodelagdo 0ssea

A remodelacdo dssea representa, como ja foi referido, a mais notavel
resposta do tecido dsseo, tendo atrds de si uma complexa maquinaria celular
gue por sua vez esta sujeita a accdo de numerosos factores de regulacdo. De
sublinhar ainda que o mecanismo de remodelacdo € um processo altamente
localizado.

Este fendmeno pressupde uma completa coordenacdo e integracdo de
actividades celulares controladas pela interaccdo de estimulos mecanicos,
moléculas circulantes (de natureza hormonal — com particular énfase para a
PTH) e factores de crescimento produzidos localmente. Parecem ser no
entanto as moléculas produzidas ou libertadas localmente, no microambiente
0sseo, que constituem os principais agentes moduladores do ciclo celular da
remodelacdo, verificando-se o estabelecimento de vias de comunicagdo entre
as diversas células 6sseas que, como veremos, ndo sao de sentido Gnico. Neste

processo  concorrem/participam também outras populagbes celulares
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pertencentes ao sistema imune, sistema vascular, sistema hematopoiético que

ndo terdo, certamente, menos importancia.

Este ciclo compreende uma série ordenada de eventos (Figura 13) que
vao converter uma superficie em repouso numa zona em remodelacdo
seguindo uma sequéncia imutavel de activacdo (A) —» reabsorcdo—»(R)
formacdo (F). A remodelacdo 6ssea consiste, pois, hum processo pelo qual é
eliminado uma area de tecido 6sseo que seré substituida por outra, com pouca
ou nenhuma alteracdo da massa Ossea. Este fendmeno pode verifica-se
igualmente (e seguindo a mesma ordenacéo) noutros tecidos duros. [6,14,15]

As equipas celulares responsaveis por estas actividades
multidisciplinares sdo colectivamente designadas por BMU (basic

multicellular unit).

A fase de activacdo (A) compreende o reconhecimento de uma area
precisa da superficie dssea e a sua preparacao para o processo de remodelacéo.
O inicio desta fase parece ser, como ja foi descrito, da responsabilidade de
citoquinas pro-inflamatérias produzidas pelos ostedcitos em “sofrimento” ou
em apoptose, localizados na area que ird ser sujeita a remodelacdo. Esta
situacdo leva ao recrutamento e migracdo dos precursores mononucleados

osteoclasticos e ao reforco dos mecanismos da osteoclastogénese, subjacente
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aos quais estd normalmente o eixo RANKL/RANK/OPG com particular
destaque para os elevados teores de RANKL em relagéo aos de OPG.

Est4 ainda por esclarecer para além das células linfocitarias, quais as células
0sseas que, sob estimulos activadores, aumentam a expressdo de RANKL, se
apenas 0s pré-osteoblastos presentes no micro-ambiente 0sseo, se também as

células de revestimento 6sseo.

Na fase de reabsorcédo (R) os osteoclastos cavam no 0sso esponjoso
lacunas de contornos muito irregulares denominadas por lacunas de Howship.
E no osso cortical, cavidades cilindricas designadas por cones de reabsorcao
(cutting cones).

No final desta etapa, verifica-se uma inversdo/reversdo nesta sequéncia
iniciando-se o processo de reparacdo, verificando-se desta vez uma chamada
de células osteoprogenitoras. Nesta altura observa-se o aparecimento de uma
linha cimentante que define uma nitida fronteira entre areas de tecido 0sseo
formadas por geracgdes diferentes de osteoblastos. As linhas cimentantes séo
verdadeiras estruturas morfoldgicas cuja composicdo se desvia da restante
matriz, sendo pobres em colagénio, esta linha assinala também uma reversdo
da fase de reabsorcdo para o inicio do processo de reparacdo. As linhas de
reversdo sdo mercas indeléveis na estrutura Ossea traduzindo a intensa e

constante remodelacdo que caracteriza este tecido.
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Serd nesta fase de reversdo que se da o coupling entre osteoclastos e
osteoblastos, verificando-se uma complexa comunicagdo bi-direccional
(complex forward-reverse signaling system) que vai inibir a diferenciacdo dos

osteoclastos e promover a dos osteoblastos.

Convém referir neste ambito a intervencdo do sistema Ephrin-Eph como
mediador da interaccdo entre osteoclastos e osteoblastos. A expressdo de
EphrinB2 (nos osteoclastos) leva a activacdo de EphB4 (nos osteoblastos) e ao
inicio da formacdo da matriz 6ssea. Por sua vez, a expressdo de EphB4 (nos
osteoblastos) vai inibir a diferenciacdo osteoclastica via EphrinB2. Uma vez
gue estas moléculas sdo proteinas transmembranares, a activacdo deste sistema
requer um contacto célula a célula regulando, ao mesmo tempo, a actividade
de cada uma delas. Deste modo, os osteoclastos poderdo desencadear a
diferenciacdo dos osteoblastos (muitos deles certamente resultantes da
conversdo das células de revestimento em células osteoblasticas activas),
representando a presenca de osteoclastos um factor essencial para a

diferenciacdo dos osteoblastos.

Uma das mais fortes evidéncias neste sentido resulta do facto de se observar
sempre uma fase de reabsorgéo antes da fase de formacdo e o aparecimento de
novo 0sso preferencialmente em locais onde previamente se verificou um
processo de reabsorcdo. Também em estudos in vitro se observou que 0s

osteoblastos em cultura elegem as superficies concavas e as lacunas de
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reabsorcdo para o seu desenvolvimento. Estes aspectos pressupdem a
existéncia nas lacunas de reabsorcdo de condigdes ideais para a osteogénese.
Neste &mbito convém ndo esquecer a influéncia que podem ter as superficies
Osseas, particularmente a sua geometria de concavidade, no sentido de

estimular e modular as respostas osteogénicas.

De facto, as lacunas de Howship, concavidades escavadas pelos osteoclastos,
constituem locais estratégicos e privilegiados para a formacdo de matriz
ostedide e sua posterior mineralizacdo. A geometria conformacional,
dimensdo, composi¢do, microarquitectura e ainda a nanoestrutura de superficie
destas cavidades criam um micro-ambiente que propicia o aparecimento de um
fenotipo osteoblastico. Estas lacunas parecem favorecer, ou mesmo contribuir,
para uma sequestracdo de i0es e de factores de crescimento ou outras proteinas
com efeitos osteoindutores, estimulando ao mesmo tempo o processo de
angiogénese, pré-requisito essencial para a osteogénese. Compreende-se
facilmente que os osteoclastos, na sua actividade de reabsorcdo de matriz
mineralizada, para além do seu directo envolvimento na reparacdo de areas
Osseas danificadas e no equilibrio homeostatico do calcio, estejam também e
sobretudo a preparar estas superficies e a criar condi¢des para uma posterior e
eficaz colonizacdo pelas células da linha osteoblastica. Esta dinamica
osteoclastica estd na base dos tdo caracteristicos do processo de creeping

substitution dos materiais do enxerto 6sseo.
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O footprint deixado pela actividade osteobléstica, tera uma micro, sub-micro e
nanotopografia de exceléncia para a indugdo de um fenotipo osteobl&stico.
Esta marca estrutural na superficie O0ssea serd sempre de considerar nos
processos biomiméticos de fabricagdo de materiais de substituicdo dssea,

seguindo, deste modo, 0s ensinamentos da natureza.

O preenchimento da cavidade de reabsorcdo € naturalmente da
responsabilidade das células da linha osteoblastica). Esta fase de formacao
(F) consiste, pois, na sintese de matriz ostedide e na sua posterior
mineralizacdo, tendo como resultado final a reconstrucdo da lacuna dssea (de
Howship) ou de um cone de reabsorc¢do (cutting filling cone) com novo tecido
0sseo0.

Durante este periodo de reconstrucdo, varias sdo as moléculas que
podem ser consideradas como osteoindutoras sendo muitas delas produzidas
localmente enquanto outras estavam presentes na matriz 6ssea sob uma forma
inactiva (TGF,IGF1,PDGF) mas que entretanto foram libertadas e activadas na
sequéncia do processo de degradacdo osteoclastica.

Nesta fase, convém acentuar mais uma vez a importancia da presenca
de osteoclastos para o processo de formacdo dssea. Ref et al num estudo
recente afirmaram que a presenca de osteoclastos, independentemente da sua
capacidade de reabsorcdo € essencial para 0os mecanismos de osteogénese,
secretando factores activadores dos osteoblastos. Neste ambito, € impossivel

deixar de referir que as terapéuticas mais utilizadas na osteoporose, e em
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outras doencas acompanhadas de perda de massa 0ssea, consistem em
farmacos exclusivamente anti-osteoclasticos. Este procedimento ndo sera
certamente 0 mais recomendado, uma vez que vai diminuir a presenca de

osteoclastos e, deste modo, o estimulo principal para a formagéo 6ssea.

O terminus da sequéncia de remodelacdo parece ser também, tal como
0 seu inicio, da responsabilidade dos ostedcitos. Foi ja& demonstrado que os
ostedcitos presentes na matriz 6ssea mineralizada estdo envolvidos num
processo de regulacdo (através da sintese de diversas moléculas como a
esclerostina) que determina a diferenciacdo dos osteoblastos secretores em
celulas de revestimento 6sseo, pondo fim ao ciclo de remodelagéo.

De realcar que no ciclo de remodelagdo a fase de reabsorcdo é bem
mais rapida do que a de formagdo. Normalmente, a quantidade de tecido 6sseo
reabsorvido num periodo de 3 semanas leva aproximadamente 3 meses a ser
substituido.

Por outro lado, a velocidade da remodelacdo do 0sso esponjoso ou
trabecular € muito maior que a do 0sso cortical. Este aspecto estd intimamente
relacionado com a sua grande area de superficie de contacto com o meio
envolvente. Deste modo, pode responder com mais facilidade as varias
solicitacfes, apresentando uma maior capacidade metabdlica e uma maior

actividade de remodelacdo do que o o0sso cortical. Encontramos, pois, por este
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facto, uma maior incidéncia de patologia (osteoporose, metastases,

osteomielites), nesta variedade de tecido 6sseo.
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Figura 8 — Esquema representativo do ciclo de remodelacdo 6ssea.*

De referir por Gltimo alguns dos efeitos da PTH nas diversas fases do ciclo de

remodelagdo 6sseo.
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Qualquer elevacdo dos niveis de PTH provoca nos osteoblastos uma maior
expressdo de RANKL induzindo, ainda que de uma forma transitéria, uma
onda de RANKL importante na activacdo dos processos de reabsorcao.

Esta hormona vai também estimular a conversdo das células de revestimento
0sseo0 que se encontram numa fase quiescente, justificando o rapido
aparecimento de osteoblastos em resposta & PTH. De facto, a administracdo
intermitente de PTH aumenta o numero de osteoblastos presentes na superficie
das trabéculas dsseas (anteriormente em repouso) e diminui 0 ndmero de
células de revestimento. Se esta administracdo cessar verifica-se um declinio
nos osteoblastos e um aumento nas células de revestimento. A PTH vai
também induzir a expressdo de EphrinB2 podendo mais uma vez estar
envolvida na conversdo das células de revestimento em osteoblastos. Todos
estes efeitos assumem uma extrema importancia na fase de reverséo e no inicio
da fase de formacao Gssea.

For fim, estd também ja confirmado que a PTH reduz a expressdo de
esclerostina levando a uma maior formacdo de matriz Gssea e
consequentemente a um aumento da massa Ossea. Por outro lado, a
administracdo de PTH prolonga a sobrevida dos ostedcitos (ac¢do anti-
apoptotica) reforcando também a sua resposta as fforcas mecanicas.

Em sintese a PTH parece desempenhar um papel central no ciclo de
remodelacdo estando envolvida quer na fase de activacdo (via RANKL), quer

na fase de reversdo (via osteoclastos e Ephrin B2) quer ainda no terminus do
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ciclo (reducdo da esclerostina). Até ao presente a PTH constitui a Unica
terapéutica anabolica capaz de induzir a formacdo de novo 0sso. Porém,
devido ao seu efeito na produgdo de RANKL pode secundariamente activar os
processos de reabsorgdo. A combinacdo da PTH com terapias anti-reabsorgéo
pode parecer aconselhavel. No entanto, esta conjugagdo parece anular grande
parte da resposta anabdlica da PTH, acentuando o papel central dos

osteoclastos nos processos anabdlicos de osteogénese.

Ainda que a associagdo e alinhamento sequencial entre reabsorcéo
(osteocléstica) e formacdo (osteoblastica) raramente esteja afectada o balanco
final em termos de massa 6ssea pode variar consideravelmente. A maior parte
das doencas metabolicas e inflamatdrias que atingem o tecido &sseo
manifestam-se geralmente por perturbagbes na dinamica da remodelagao

resultando quase invariavelmente, num decréscimo da massa 0ssea.

Regulacdo molecular da remodelacgéo dssea

A reabsorcdo e a formacdo sdo fendmenos que estdo intimamente
acoplados, visto que o inicio da primeira estimula a actividade reparadora da
segunda, de modo a que a reabsor¢éo de uma certa quantidade de tecido 0sseo

seja (em principio) substituido pela mesma gquantidade de novo 0sso.
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A actividade das células participantes no processo de remodelacdo (BMUs)
para além de uma regulacdo sistémica apresentam, como ja foi descrito, uma
importante regulagdo local. Com efeito, verifica-se a existéncia de um
conjunto de sinais e mensagens intercelulares estabelecendo um constante
didlogo entre osteocitos, osteoblastos e osteoclastos. Este sistema de
sinalizacdo e comunicagdo local serd& o maior responsavel pela acgdo
concertada de todas estas células e pela coordenacgdo e transicdo equilibrada
das diferentes etapas da remodelagdo. Também é provavel que toda esta
actividade tenha que ser de certo modo “protegida” de interferéncias estranhas,
tendo sido mesmo descrita a existéncia de um compartimento designado por
BRC (bone remodeling compartment) que seria delimitado externamente por
células de revestimento dsseo, visando proteger e abrigar todo este complexo e

delicado conjunto de células e actividades. [6,16,19,20].

As BRCs (bone remodeling compartments) sdo compartimentos
especializados que envolvem microcapilares e medeiam a comunicacao entre a

medula 6ssea e as superficies 6sseas em remodelagéo .[17,18,19,20]

Sao delimitados externamente por uma camada externa de células que
apresentam marcagfes imunohistoquimicas da linhagem osteoblastica (
fosfatase alcalina, osteocalcina, osteonectina, colagénio do tipo I, IGFs, TGF
B, BMPs) assim como da linhagem osteoclastica (RANKL e OPG), ndo se

sabendo com seguranca se sd&o mesmo células de revestimento (linning cells),
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se células endoteliais transformadas, se pericitos ou mesmo células da

linhagem macrocitica. (macr6fagos ou « osteoMacs»).[19,21,22]

Estas formagdes sdo delimitadas internamente pelo conjunto de células que
participam quer na reabsorcdo ou deposicdo de tecido 6sseo, de acordo com a

etapa do ciclo de remodelacéo. [19,20]

Nestas areas de remodelacdo temos a considerar ndo s as células
especificas do tecido 6sseo, que podem ser designadas por células BMUs,
como as células ndo BMUs (Figura 15) que incluem, entre outras, macréfagos,
células dendriticas, linfécitos T e B (populacdes celulares pertencentes ao
sistema imunitario).

Tendo em consideracdo o actual desenvolvimento da osteoimunologia
e a comunicacado e integracdo das células do sistema imunitario e do sistema
osteoarticular pode afirmar-se que a dinamica da remodelacdo parece
desenvolver-se tendo como ponto de partida e base de sustentacdo o sistema
imunologico.

Com efeito, um mecanismo de tipo inflamatério pode estar na base de
todo o processo de remodelagdo, podendo mesmo considerar-se o proprio
processo de remodelacdo (ele préprio) como sendo uma resposta inflamatdria
localizada nas éareas de tecido 0Osseo estruturalmente ou funcionalmente

danificado. Estas areas podem ser reconhecidas como non-self sendo o
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processo de reabsorcdo 6ssea entendido, nesta perspectiva, como uma forma
altamente especializada e controlada de autoimunidade. [23,24]

O inicio deste processo € induzido por citoquinas inflamatorias
(prostaglandinas, IL-1, IL-6, IL-11, TNF-a, TNF-f ¢ outras) produzidas ndo s6
pelos ostedcitos comprometidos ou danificados como por células (activadas)
do sistema imune, presentes no microambiente Gsseo. Todos estes factores
estimulam, no seu conjunto, a producdo de RANKL, desencadeando e/ou
reforcando, através do sistema RANKL/RANK/OPG, os processos de
osteoclastogénese e, consequentemente, os mecanismos de reabsorcdo e

remodelacgdo dssea.

Em jeito de concluséo a figura 9 pretende ilustrar e fazer uma pequena
sinopse do processo molecular e celular da reabsor¢do 6ssea “vivido” na frente
de reabsor¢édo de um cutting / filling cone, seguindo a tradicional sequéncia de
activacdo — reabsorcdo — formacdo, via RANKL/RANK/OPG. O inicio e
localizacdo deste processo € induzido pelas citoquinas inflamatérias
produzidas pelos ostedcitos lesados. Estas citoquinas atraem, entre outras
celulas do sistema imune, os linfécitos T e estimulam a produgdo de RANKL
(tanto pelas células imunitarias como pelas células de revestimento e
osteoblastos). Entretanto as células da linha osteocléastica, também
provenientes da corrente sanguinea, chegam a frente de remodelagdo e

comegam a desenvolver os receptores RANK. O RANKL ao ligar-se ao seu
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receptor RANK desencadeia a maturacdo e activacdo dos osteoclastos que
iniciam e caracterizam a fase de reabsor¢do. Como consequéncia da actividade
dos osteoclastos comecam a libertar-se (da matriz éssea reabsorvida), varios
factores de crescimento responsaveis pela proliferacdo e diferenciacdo dos pré-
osteoblastos (que migram das zonas perivasculares ou mesmo da corrente
sanguinea para esta area de baixa densidade celular). Neste processo parecem
também estar envolvidas as células de revestimento G6sseo adjacentes aos
locais de reabsorcdo, sendo imprescindivel também a presenca de osteoclastos
funcionantes ou ndo (quer através da sintese de factores parécrinos ou de

contactos celulares).

Entretanto os pré-osteoblastos vdo produzindo OPG (com grande afinidade
para 0 RANKL) que ao ligar-se a0 RANKL desactiva os osteoclastos, pondo
termo a fase de reabsor¢do. Os osteoblastos entretanto diferenciados iniciam a
formacdo e mineralizacdo de novo tecido 6sseo, completando-se, assim, O
processo de turnover 6sseo '* %2 Uma nota final para acentuar que os osteoclastos
ocupam uma posicdo pivot nos processos de remodelacdo 6ssea e constituem de
longe as células com maior responsabilidade no potencial dinamico dos tecidos

duros. [23,24,25].
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Figura 9. A) Hemi-corte de um cutting / filling cone ilustrado actividade
celular associada ao processo de remodelagdo déssea; B) maior ampliacdo da
frente de reabsorcdo do cutting / filling cone A, esquematizando o mecanismo
molecular e celular envolvido na sequéncia de activagdo-reabsorcdo (R)
formagao (F) via RANKL/RANK/OPG. Linfocitos T (preto ®), células da linha

osteoclastica (vermelho ©®) e células da linha osteoblastica (azul ®@).
(Adaptado de Roberts WE, 2006 5?).

Osteoimunologia - breves consideracoes

Tradicionalmente, o osteoblasto tem sido considerado uma “master
cell” na regulagdo do processo de diferenciacdo, maturagdo e activagdo dos
osteoclastos e, deste modo, no mecanismo de reabsorcdo Ossea. Porém, a
chegada de um cada vez maior numero de informacGes e pesquisas

(demonstrando a intima e complexa inter-relagdo entre células 6sseas e células
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do sistema imunoldgico) leva-nos a repensar certos conceitos, ja ha muito
estabelecidos, sobre os processos de regulagdo do turnover 6sseo.

Da comunicacéo e integracdo das células do sistema imunitario e do
sistema osteoarticular, compartilhando uma base comum, surgiu uma area
emergente, de contornos mal definidos, mas de estreita articulacdo e
sincronismo, denominada osteoimunologia. Acredita-se que estes sistemas
tenham tido um desenvolvimento paralelo no processo de evolucdo. A
semelhanca filogenética entre o sistema imunoldgico e osteoarticular resulta
numa grande simbiose entre os dois, sendo até regulados por mecanismos

comuns.

Com efeito, as células de natureza imunoldgica tém a sua origem
em células tronco presentes na medula 6ssea desenvolvendo-se, portanto,
no mesmo micro-ambiente que os osteoclastos. Assim sendo, o tecido ésseo
parece ocupar uma posicdo crucial, podendo mesmo ser considerado
como um érgédo imunoldgico. De facto, Lorenzo et al [23] afirmam que a
medula déssea pode ser encarada como um «loosely compartmentalized
lymphoid organ», ndo sendo, pois, dificil de entender a estreita relacéo

entre células dsseas e células imunitarias.

Assim, ndo serd também de admirar que uma excessiva activacao
do sistema imunologico (como é o caso da artrite reumatdide) seja

frequentemente acompanhado por uma perda de massa 0ssea, COmMoO

47



resultado de uma sobre-estimulacdo da diferenciacdo e actividade

osteoclastica.

A osteoimunologia assenta num eixo de regulacdo comum vulgarmente
conhecido por RANKL/RANK/OPG, ja anteriormente descrito, que constitui
uma ponte molecular responsavel pelo crosstalk e intima relacdo entre o
sistema imune e 0 metabolismo 6sseo. Em situacGes patoldgicas o processo de
remodelacdo dssea sofre quase sempre um desvio para privilegiar a
osteoclastogénese, conduzindo a um reforco da reabsor¢do 0ssea,
relativamente a formacdo. Na verdade, um facto que contribuiu enormemente
para o desenvolvimento da osteoimunologia foi a constatacdo de uma
acelerada perda de massa 0ssea associada a certos processos inflamatorios.
Uma excessiva perda 6ssea observa-se nao s6 nas doencas inflamatdrias, mas

também nas doencas auto-imunes e neoplésicas.

A inflamacdo ou resposta inflamatéria é uma resposta bioldgica e fisioldgica dos
tecidos vivos a uma agressdo e que direcciona 0s meios de resposta
(predominantemente células) para o local onde se processou a agressao.
Compreende-se, pois que a activacdo do sistema imune seja essencial para a nossa
propria defesa. Porém, sob condi¢bes patoldgicas, a prolongada ou aberrante
activacdo das celulas efectoras pode resultar em alteracdes tecidulares

importantes.
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Nestes casos, 0 constante didlogo e comunicagdo entre os diferentes tipos de
populacOes celulares envolvidos adquire especial significado, observando-se

geralmente um desequilibrio do eixo RANKL/RANK/OPG.

Tomemos, pois, como exemplo a problematica associada a artrite reumatoide
(AR), como uma doenca inflamatoria acompanhada de alteracdes na reabsor¢édo
Ossea que assentam num desvio do eixo RANKL/RANK/OPG. Na artrite
reumatdide foi possivel verificar em culturas de células sinoviais (obtidas de
pacientes com AR) uma associacdo entre os altos niveis de expressdo de RANKL

nestas células e 0 aumento dos processos de osteoclastogénese.

Bloqueando a accdo do RANKL (através da administracdo de OPG) consegue
prevenir-se a severa destruicdo Ossea, sempre associada a artrite, ainda que se
mantenham os mesmos niveis de inflamagdo. Uma terapia anti RANKL ou anti-
osteoclastica parece, por este motivo, bastante promissora para o tratamento da

AR.

Em condigBes patoldgicas, as células T activadas expressam altos teores de
RANKL (quer na forma transmembranar, quer soltvel), sendo capazes de induzir
directamente (sem intervencdo dos osteoblastos) 0s mecanismos de

osteoclastogénese e de diferenciagdo osteoclastica.

Artrite reumatoéide
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Nos casos de artrite reumatdide (fig 10) observa-se uma forte participacdo dos
linfocitos T no processo de formagdo dos osteoclastos, traduzindo uma
contribuicdo determinante das células T para a perda da massa 0ssea e

consequente deformacao articular.

A primeira vista, parecera paradoxal como & que as células T helper CD4+
(TH-cells), células maioritariamente presentes nestas situacGes, ao produzirem
IFN-y ¢ IL-4 (ambas moléculas com reconhecido efeito anti-osteoclastogénico)
aceleravam a activacdo e formacdo de osteoclastos. Porém, foi recentemente
identificado, dentro da populacéo celular de linfocitos T, um subgrupo de TH-cells
responsavel pelos processos de reabsorcdo 0ssea, sendo designado por TH-17 cells
(por constituirem TH cells que produzem interleucina 17 - IL-17). Esta
interleucina induz nos fibroblastos sinoviais a producdo de RANKL. A IL-17
estimula, também, nos macrofagos sinoviais a secrecao de proteinas inflamatérias
(TNF- a, IL-1 e IL-6). Estas citoquinas véo, por sua vez, activar os mecanismos
osteoclastogénicos, quer actuando directamente nos percursores dos osteoclastos,
quer indirectamente através dos fibroblastos sinoviais (estimulando a producédo de
RANKL). As TH 17 cells podem também exprimir RANKL (na sua forma
transmembranar), contribuindo para um aumento ainda maior dos processos da

osteoclastogenese.

Em sintese, pode actualmente considerar-se a artrite reumatdide como uma

RANKL disease. [23,24,25,26,27].
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Figura 10. Faz uma sintese do mecanismo da destruicdo 6ssea associada a
artrite reumatdide. A articulacdo atingida para além de macrofagos e fibroblastos
sinoviais contém células T (TH 17 cells) com efeitos osteoclastogénicos devido a
producdo de grandes quantidades de IL-17. Esta interleucina induz nos
fibroblastos sinoviais a producdo de RANKL. A IL-17 estimula, também, nos
macréfagos sinoviais a secrecdo de proteinas inflamatoérias (TNF- a, IL-1 e IL-6).
Estas citoquinas véo, por sua vez, activar os mecanismos osteoclastogénicos, quer
actuando directamente nos percursores dos osteoclastos, quer indirectamente
através dos fibroblastos sinoviais (estimulando a producdo de RANKL). As TH 17
cells podem também exprimir RANKL (na sua forma transmembrananar),
contribuindo para um aumento ainda maior dos processos da osteoclastogénese.
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Osteoporose

A osteoporose constitui o maior problema de satde publica para adultos
saudaveis acima dos 55 anos de idade e uma em duas mulheres vao
desenvolver uma fractura osteoporotica comparativamente com um em quatro
homens. Sem uma estratégia interventiva é provavel que o nimero de pessoas
com osteoporose aumente 3 vezes nos proximos 25 anos devido ao

envelhecimento da populagéo [28].

A osteoporose é uma doenca que para além de causar uma significativa perda
da massa 6ssea e fracturas e conduz a dor severa, deformidades e nalguns
casos complicacgdes secundarias que resultam na morte (a sobrevivéncia ap6s
uma fractura da coluna vertebral ou do colo do fémur decresce em 20%)

[28,29].

Esta doenca € classificada clinicamente como sendo primaria ou secundaria. A
osteoporose primaria refere-se a uma perda de massa 6ssea na mulher pos-
menopausica (tipo | ) ou a perda de massa 6ssea devido ao processo de
envelhecimento (tipo I, senil) nos homens idosos. Osteoporose secundaria
esta relacionada com perdas de massa dssea como efeito secundario de outras

doencas ou tratamentos farmacologicos.
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A osteoporose pds-menopausica (tipo 1) é a forma mais comum da doenca e
acredita-se que se inicia quando a producdo de estrogénios se torna deficiente
ap0s a menopausa. A osteoporose senil € atribuida a processos de

envelhecimento incluindo disfuncao dos osteoblastos. [29,30].

Em 1998, 0 modelo de osteoporose tipo I/tipo Il foi revisto e denominado
«modelo unitario da osteoporose em mulheres pds-menopausicas e homens
idosos». No modelo unitario, a deficiéncia de estrogénios é proposta como
sendo a principal causa de perda de massa 6ssea em ambos 0s casos (homens

idosos e mulheres pds-menopausicas) [30].

A perda de massa 6ssea resulta numa fragilidade que proporcionara fracturas
6sseas sob 0 minimo traumatismo nos 0ssos do punho, colo do fémur e

vértebras [29].

Para o diagnostico actual da doenga recorre-se ao uso de DEXA para
quantificar a densidade 6ssea como preditor da probabilidade de fractura. No
entanto, estas técnicas sao insuficientes porque modificacfes na massa 0ssea
ndo explicam sozinhas a susceptibilidade a fracturas 6sseas. Torna-se agora
claro que outras caracteristicas da qualidade 6ssea, incluindo propriedades e
composicao do tecido 6sseo, micro-arquitectura e micro-dano também
influenciam a susceptibilidade a fracturas, estando em curso investigac6es para

determinar a sua contribuigéo precisa.
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A terapéutica hormonal de substituicdo e agentes anti-reabsortivos (como
bifosfonatos, calcitonina, reguladores selectivos da actividade dos
estrogéneos) sdo tratamentos correntes para a perda de massa 6ssea. O seu
principal objectivo é reduzir a incidéncia de fracturas, inibindo a reabsorcéo
pelos osteoclastos e mantendo a massa 6ssea. No entanto, mesmo com o uso
continuado, estes medicamentos s6 reduzem a propensdo para fractura para
cerca de 50%, sugerindo que a qualidade do tecido 0sseo restante possa estar

comprometida.

Os medicamentos mais recentemente desenvolvidos, incluema PTH
(hormona paratiroide), alendronato, ciclosporina A e ralenato de estréncio, tém
um efeito anabdlico no tecido 6sseo, promovendo deste modo a formacdo de
novo tecido 0sseo. No entanto continuam a reduzir o risco de fracturas em
apenas 40%. Porém, mesmo com estes medicamentos, a qualidade de vida nao
pode ser completamente recuperada porque 50% experienciam incapacidade e
75% nunca recuperam o mesmo nivel de independéncia que tinham antes de

sofrerem uma fractura osteoporotica. [29]

Devido a elevada prevaléncia e inexactiddo de técnicas diagnosticas e
terapéuticas, muita investigacéo tem sido feita nas areas da biomecénica e da
biologia celular e molecular. A exposi¢do que se segue tem como objectivos:
a) apresentar uma viséo interdisciplinar dos mecanismos que conduzem a

perda de massa 0ssea e fracturas osteoporaticas, a luz dos conhecimentos
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actuais e b) referir as propostas terapéuticas da biologia molecular para o

tratamento da osteoporose, baseadas em alvos moleculares.

Resisténcia do tecido 6sseo durante a Osteoporose

A principal preocupacdo com a osteoporose reside no facto das propriedades
mecanicas do tecido Osseo ficarem de tal forma comprometidas que as
fracturas ocorrem sob circunstancias de carga normais, 0 que néo se verifica
nos tecidos 0sseos saudaveis. Na osteoporose verifica-se uma reducdo na
resisténcia ao stress maximo, no modulo elastico maximo na forca

compressiva maxima e na resisténcia a torcao.

As propriedades biomecénicas do tecido 6sseo dependem da quantidade e
qualidade de massa Ossea, baseada na: 1)morfologia; 2) micro-arquitectura;

3) composicao; 4) grau de micro-dano.

Densidade 0ssea:

O diagndstico da osteoporose fundamenta-se numa avaliacdo da massa 0ssea
inferior em 2,5 desvios-padrdo relativamente a curva que define a massa 0ssea
do adulto jovem. A densitometria 0ssea é um mau preditor do risco de
fractura, uma vez que a redugdo de massa 0ssea nao explica completamente o

risco de fractura, por exemplo, apenas 10 a 53% das fracturas 0sseas que
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ocorrem nas mulheres pds-menopausicas, acima dos 65 anos, podem ser

atribuidas exclusivamente a uma diminuicdo da massa 0ssea.

Micro-arquitectura e morfologia 6sseas:

Foi demonstrado que, no aparecimento da osteoporose pds-menopausica
ocorre um adelgacamento trabecular, aprofundamento das cavidades de
reabsorcéo, acumulagdo de micro-fracturas e perda de conectividade trabecular
A micro-arquitectura é, de forma estatisticamente significativa, mais
anisotrépica que o normal, apresentando menos trabéculas transversas
relativamente ao eixo primario de carga. Também ha evidéncia de um aumento
da porosidade e adelgacamento do tecido 6sseo cortical do colo do fémur

osteopordtico (Bell et al.1999[31], Crabtree e tal 2001[32]).

Até recentemente, pensava-se que a perda de massa 0ssea ocorresse ao longo
da arquitectura trabecular de uma forma uniforme e irreversivel. Dados
recentes, obtidos por micro-CT desafiam estas premissas: em ratos OVX,
Waarsing et al.(2004,2006[33]) descobriram que ap6s o adelgacamento
trabecular inicial, as trabéculas restantes subsequentemente aumentam
lentamente de espessura. Efectivamente verificaram que determinadas
trabéculas sdo preservadas e aumentam de espessura ou fundem-se com outras.
Aplicando esta técnica, houve uma melhoria na acuidade diagndstica na

predicdo do risco de fracturas de cerca de 13% nos modelos,
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comparativamente ao uso da densitometria 6ssea isoladamente. Esta melhoria
resultou do facto de terem sido incluidos parametros da micro-arquitectura
trabecular, como aumento das cavidades de reabsorcdo, adelgagamento e perda

da conectividade trabecular.

A geometria do colo do fémur, em corte transversal, estd alterada durante a
osteoporose para compensar a perda de massa Ossea (Cordey e tal
1992[34];Jiang e tal. 2008[35]). Um estudo independente refere que uma perda
acentuada do osso cortical modifica dramaticamente a conformacdo e
dimensbGes do canal medular do fémur, enquanto pequenas ou nenhumas
alteracdes ocorrem na metafise ou dimensdes externas do fémur (El-Zaim et.

al 2007[36]).

Com base nestes estudos, pensa-se que as fracturas osteoporéticas ocorrem
quando a degradacdo simultanea da densidade 6ssea e da micro-arquitectura
reduz a resisténcia do 0sso abaixo de cargas fisioldgicas normais. Desconhece-
se se estas modificagcdes ocorrem apenas como resultado directo e/ou indirecto

da deficiéncia de estrogénios. [29]

Modificacbes nas propriedades do tecido 0sseo e sua

composicdo durante a osteoporose.
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Enquanto que a perda de massa Ossea e alteragdes da arquitectura tém sido
extensivamente estudadas e caracterizadas, ¢ menos evidente de que forma a

composicao do tecido 6sseo se modifica no progredir da doenca [29].

As propriedades mecéanicas do tecido 6sseo sdo determinadas pela quantidade,
integridade e organizacdo estrutural de cada uma das fases que o compdem e a
interaccdo fisica entre elas. Como ja foi referido noutra seccdo,a fase
mineral,constituida principalmente por calcio e fésforo sob a forma de cristais
de hidroxiapatite, confere rigidez e a fase organica,constituida por

colagéneo,proteinas ndo colagénicas e células, que confere elasticidade. [29].

Durante a deficiéncia de estrogénios ocorre uma diminuicdo de densidade e
massa 0sseas com perda de resisténcia as forgas aplicadas e simultaneamente
um aumento do mddulo eléstico,ou seja,da plasticidade/elasticidade da fase

organica do tecido 6sseo de 40 a 90 %.

Estas alteragdes do tecido 6sseo sugerem que a osteoporose pode induzir
modificagcbes nos constituintes primarios do tecido dsseo, nomeadamente no

colagéneo,proteinas ndo colagénicas e fase mineral.

Colagénio:

O colagénio mais abundante no tecido 0sseo € o colagénio do tipo I mas os

tipos 11, 1V e VI também estdo presentes.
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Estdo descritas varias alteracdes na composicao do colagénio relacionadas com
0 aparecimento da osteoporose : um estudo recente sugere haver um aumento
na sintese de colagénio do tipo | e estudos prévios descreviam uma reducéo na
producdo de colagénio de tipo 1V e Ill. Ocorre acessoriamente um aumento da
hidroxilagdo de residuos de lisina, 0 que modula a natureza das pontes

cruzadas de colagénio que se formam extracelularmente.

Efectivamente, foram descritas diminuicdes no teor de cetoimina, piridinio,
aldimina e ligacbes pirrélicas no 0sso osteoporoético. Curiosamente, estas
modificacdes estavam inversamente correlacionadas com o volume de tecido
0sseo e tinham maior prevaléncia, no colo do fémur, um dos locais de elevada
susceptibilidade a fracturas (Bailey et al. 1993)[37]. Estes autores afirmam que
este tipo de modificacGes aumenta a susceptibilidade a fracturas por alterarem
a resisténcia da rede de colagénio ou a mineralizacdo normal da matriz, uma

vez que o colagénio funciona como uma armagédo para 0s minerais 0sseos.

Proteinas ndo colagénicas:

As proteinas ndo colagénicas sdo predominantemente osteopontina,
osteocalcina, fosfatase alcalina e sialoproteina 6ssea (tal como ja foi referido
em seccdo prévia), desempenhando funcbes essenciais na organizacdo da

matriz e como locais de nucleagdo de cristais de mineral na matriz organica,
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uma vez que promovem a formacéo de cristais, ligam os cristais de mineral a

matriz de colagénio e facilitam a ligacdo de células.

H& evidéncia limitada e controvérsia quanto as alteracdes nestas proteinas
durante a osteoporose, estando contudo estabelecido que o numero de
ostedcitos que expressam osteopontina, aumentam nos tecidos 6sseos que
tendem a ter elevada reabsorcdo Ossea apOs ovarectomia (lkeda et.al

1996).[38]

Fase mineral:

Os estudos existentes apresentam resultados contraditorios quanto ao teor

mineral e dimens6es dos cristais do tecido osteoporotico [29]

Micro-dano 0sseo (micro-damage)

O micro-dano é reconhecido, desde longa data, como um determinante -chave
na resisténcia Ossea (Burr et. al 1998)[39]. Também se acredita que a
reabsorcdo de tecido 0Osseo envelhecido pelos osteoclastos, durante a
remodelacdo fisiologica, impede a acumulacdo de micro-dano e resultante

manutenc¢éo da resisténcia do 0sso.
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Existe alguma evidéncia que a extensdo de micro-dano estd aumentada na
deficiéncia de estrogénios (Dai e tal. 2004)[40]. Este dano pode ter-se
acumulado como resultado de modificagcdes na mineralizacdo do tecido ¢sseo
(Mc Namara et al. 2006)[41].Tais alteracGes poderdo reduzir a resisténcia a

iniciacdo e propagacdo de fractura do tecido dsseo(Schaffler 2003).[42]

Complementarmente ou alternativamente, o tecido 0sseo pode ser mais
susceptivel ao dano apds a perda 6ssea, uma vez que o tecido remanescente
tera de suportar uma carga superior a que teria em situacdo normal.
Desconhece-se se este tipo de dano € suficiente para provocar por si s6 uma
deterioracdo do comportamento mecanico do tecido 6sseo até o predispor a
faléncia. Além disso, o aumento da remodelacdo déssea também pode ser
atribuido a uma aceleracdo da remocao de tecido 6sseo danificado (Burr et. al.
1997)[43] e neste sentido, o aumento de dano tera um papel primordial na

perda 6ssea e fractura subsequente.

Estudos de biologia molecular e celular sdo necessarios para provar em
definitivo se h4& um aumento da reparacdo do micro - dano durante a
osteoporose. (Sabemos que hd aumento do micro-dano mas nao sabemos se e

como afecta a dinamica de remodelacdo do tecido 6sseo).
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Fisiologia do tecido 6sseo durante a osteoporose

Na remodelacdo normal verifica-se que a formagdo e reabsor¢do dsseas sao
equivalentes, ou seja, as quantidades removidas e depositadas de 0sso sé&o
semelhantes. A maior modificacdo na remodelagdo Ossea ocorre na
menopausa, quando hd um aumento do nimero de cavidades de reabsorgdo
mas a formacdo de tecido Gsseo ndo aumenta proporcionalmente e as
cavidades de reabsorcdo ndo sdo completamente preenchidas com novo tecido

0sseo e disto resulta uma perda permanente da massa 0ssea.

A diferenca é maior nos primeiros 5 anos apds a menopausa e coincide com

uma elevagéo de citoquinas. [28]

O balanco negativo de célcio 6sseo total é cerca de 100mg/dia durante os
primeiros 3 anos e torna-se menor apds cerca de 5 anos, sendo em média 30

mg/dia.

A fase em que a perda 0ssea é mais acentuada envolve principalmente 0 0sso
trabecular. A fase mais lenta de perda de osso afecta simultaneamente 0s

tecidos 6sseo trabecular e cortical. [30].
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Osteoclastos e progenitores hematopoieticos

O estrogénio tem um efeito inibitorio sobre a maturacdo dos osteoclastos
(Oursler e tal. 1991) e aumenta a sua apoptose (Hughes e tal. 1996)[45],

actuando através dos receptores dos estrogénios dos osteoclastos (ER a e ).

Quando ha défice de estrogénio plasmatico, ha um aumento do numero de
progenitores hematopoiéticos (Jilka et al. 1992, 1995)[45], desta forma
proporcionando um maior numero de potenciais precursores de osteoclastos
que podem ser recrutados e levar a um aumento do numero de osteoclastos
maduros (Jilka et. al. 1992; 1995[46]; Brockstedt et al. 1993 [47]; Rosen
2000)[48]. Adicionalmente, a apoptose dos osteoclastos esta diminuida. A
conjuncao destes eventos conduzird a uma reabsorcéo prolongada, aumento da
profundidade de cavidades de reabsorcdo e perfuracdo trabecular (Bell et al.
1996)[49]. As trabéculas perfuradas sdo removidas por remodelacéo posterior
e dessa forma, a perda de massa 6ssea aumenta a fragilidade dos 0ssos,

resultando numa maior propensdo para fractura. [29]

Apesar dos osteoclastos serem o alvo preferencial da maioria das terapéuticas
actuais, a inibicdo da actividade osteoclastica isoladamente ndo impede a

ocorréncia de fracturas osteoporoticas.

Um estudo recente decreve que o estrogénio inibe a formagéo de osteoclastos
in vitro quando em co-cultura com células da linhagem osteoblastica, mas o

mesmo ndo acontecia quando 0s precursores dos osteoclastos estavam
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sozinhos em cultura (Michael et al.2005). Este estudo sugere, pois, fortemente
que a regulacdo da actividade osteoclastica por estrogénio depende de células
da linhagem osteoblé&stica (Michael et al. 2005) [50] e por esse motivo, estas

assumem um papel central na osteoporose. [29].

Celulas da linhagem osteoblastica

Osteoblastos e ostedcitos também possuem receptores  de estrogénio
(Breidman et al. 2001) [51]. Evidéncia sugere que o0 estrogénio medeia a
resposta normal de osteoblastos e ostedcitos a aplicagdo de carga (Lanyon
1996) [52] e que as celulas da linhagem osteoblastica apresentam respostas
deficientes a estimulos mecénicos in vitro quando privadas de estrogénio

(Sterck et al 1998 [53]; Jessop et al 2004).[54]

A deficiéncia em estrogénio induz apoptose de ostedcitos (Tomkinson et al.
1997[55]; Kousteni et al. 2001)[56], o que por sua vez pode resultar em
hipermineralizacdo do tecido envolvente (Frost 1960[57]; Kingsmill & Boyde
1998[58]; Boyde 2003)[59]. Adicionalmente, verifica-se uma alteracéo da rede
de ostedcitos ( Knothe Tate et al 2004)[60] e a densidade de ostedcitos esta
aumentada no 0sso pds-menopausico, 0 que pode significar que o0s
osteoblastos produzem menos tecido 6sseo por célula durante a osteoporose

(Mullender et al. 1996)[61]. Em conjunto, estas caracteristicas podem
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modificar a sensibilidade e resposta mecanica do tecido (Tatsumi et al.

2007).[62]

Sinaliza¢do molecular na osteoporose

O estrogénio apresenta accOes esqueléticas e extra-esqueléticas, que, em caso
de deficiéncia, contribuem para a patogénese da osteoporose. Estes efeitos
podem ser directos ou indirectos. S&o directos se actuam nos receptores de
estrogénios das células da linhagem osteoblastica e osteoclastica e tém
actividade indirecta quando mediados por receptores de estrogénio em varios
tipos de células que influenciam a homeostase dssea, como células do estroma
que sobreactivam a OPG sob o efeito de estrogénios e células do sistema

imunitario. [30].

A deficiéncia em estrogénios pds-menopausica conduz a sobrerregulacdo do
RANKL nas ceélulas da medula éssea, facto que é um determinante
fundamental na reabsorcdo Ossea, enquanto que o estrogénio estimula
directamente a producdo de OPG pelos osteoblastos, tendo dessa forma efeitos

anti-reabsortivos no tecido 6sseo. [30].

Os efeitos extra-esqueléticos sdo principalmente decorrentes do aumento da
excrecdo renal do célcio e de uma diminuicdo da absorcdo do célcio.

Simultaneamente a este défice, ocorre um aumento sérico da PTH. Este
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hiperparatiroidismo secundario é por um lado um mecanismo compensatorio
para perdas de célcio no envelhecimento e por outro lado resulta do facto do
estrogénio ter um efeito inibidor directo sobre a glandula paratiréide.
Adicionalmente, a deficiéncia em estrogénios aumenta a sensibilidade do 0sso
a PTH. Outros mecanismos envolvidos na absorcao intestinal insuficiente do
calcio nos idosos sdo o défice de vitamina D, reducdo no metabolismo da
vitamina D para a sua forma activa e a redugdo nos receptores intestinais de
vitamina D. Ocorre um aumento dos niveis de vitamina D séricos e da
absorcdo do célcio nas mulheres pds-menopausicas que tomam estrogénios.

[30].

Os efeitos indirectos principais dos estrogénios ou deficiéncia de estrogénios
sdo mediados por células do sistema imunitario, sendo estudados pela

osteoimunologia , abordada em capitulo préprio. [30]

Desde 1989 que se conhecem algumas correlagcbes entre tratamento
estrogénico e libertagdo sistémica de citoquinas., sendo entretanto reconhecido
o envolvimento de vaérias citoquinas e outros mediadores inflamatérios, como
as interleucinas IL-1, IL-6, TNFa e prostaglandina E2 na patogénese da
osteoporose, apesar da maioria desses estudos se concentrarem nos efeitos

destes mediadores na osteoclastogénese.
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Desde o final da década de 1980 é reconhecido também que o tratamento
estrogénico aumenta a producdo de IGF-1 (Insulin- like growth factor — 1) e
TGF-f (Transforming growth factor ) pelas células da linhagem

osteoblastica.

Estudos mais recentes estdo relacionados com os efeitos da deficiéncia em
estrogenios na funcédo das células T, reconhecendo-se o seu papel fundamental
no estado pré-inflamatorio progressivo que acompanha a osteoporose e 0
envelhecimento em geral, caracterizado por aumento de IL-1, IL-6, e TNF-a,

sendo este processo denominado por «inflammaging».

Foi demonstrado que a ablagdo de estrogénios resulta num aumento de IL-7, 0
que conduz a activacdo das células T, o que por sua vez leva a um aumento da

producéo de IFN-y e TNF-a pelas células T.

Uma das principais ac¢des do IFN-y é a sobrerregulagdo do complexo major
de histocompatibilidade (MHC) tipo Il nas células apresentadoras de
antigénios, como os macrofagos da medula 6ssea e as células dendriticas. Isto
conduz a um aumento da activacao das células T, que vao produzir ainda mais
RANKL e TNF-a, ambas citoquinas com actividade osteoclastogénica

marcada. [30]

Os efeitos do IFN-y no metabolismo 0sseo sdo complexos: IFN-y age como
citoguina pré-osteoclastogénica no contexto de ovarectomia, enquanto que €
anti-osteoclastogénica em situagdes normais.
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O «Inflammaging» é especifico do género: nas mulheres idosas as células T
produzem mais IFN-y comparativamente com as mulheres mais jovens,
enquanto que o envelhecimento dos homens nédo tem efeito na producdo de
IFN-y. De forma similar ao que acontece com o IFN-y, as células T também
podem ter um efeito fortemente protector do tecido 0sseo, através da
interaccdo com as células B, envolvendo a co-estimulagdo com os ligandos
CD40-CD40, o que resulta numa activacdo da producdo de OPG pelos

linfécitos B. [30]

Inflamacdo e acumulacdo de radicais oxidativos aparecem associados [30,63],
sendo caracteristicas comuns ao envelhecimento do organismo. Foi
demonstrado que em ratos ovarectomizados, a deficiéncia em estrogénios
também causa a acumulacdo de espécies reactivas de oxigénio na medula
0ssea, conduzindo a um estado pré-inflamatério causado por um aumento da
producdo de TNF-a por células T activadas através da sobrerregulagdo da
molécula co-estimulatéria CD80 nas células dendriticas. Nesta experiéncia era
possivel impedir a perda de massa dssea nas cobaias através do tratamento
com antioxidantes ou CTLA4-1g, que é um inibidor da via CD80/CD28 de co-
estimulacdo. Estas observagdes confirmam que a ovarectomia aumenta 5 vezes
0 potencial de apresentacdo de antigénio por células dendriticas, enquanto que

este incremento nos macrofagos medulares € de cerca de 2 vezes. [30]
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Sequéncia de eventos na cascata da perda de massa

0ssea — hipoteses explicativas para um ciclo vicioso

O autor L.M Namara apresenta 2 hipoteses explicativas para a sequéncia de

eventos que levam a perda de massa dssea e a osteoporose

1. Efeito promotor da actividade dos osteoclastos (devido ao défice de
estrogénios) no desencadear de toda a cascata de eventos na
osteoporose : as moléculas que promovem a actividade dos
osteoclastos estdo upregulated (M-CSF, RANKL, TNF-a,
interleucinas) durante o défice de estrogénios, enquanto que as que
inibem os osteoclastos estdo downregulated (OPG, TGF-B). Desta
forma, ha um aumento da osteoclastogénese e reducdo da apoptose dos
osteoclastos conduzindo a uma reabsor¢do éssea mais profunda e mais
duradoira. Estes aspectos aceleram reducao de massa 0ssea.

Mais tarde, devido a perda de massa 6ssea, como resposta secundaria, 0s

ostedcitos ficam sujeitos a cargas mais elevadas, conduzindo a

modificagdes complexas no comportamento dos osteoblastos, composi¢ao

do tecido e ocorréncia de micro-dano: a perda de massa Ossea poderia

iniciar uma resposta adaptativa onde os osteoblastos e ostedcitos alteram a
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composicao local do tecido (fase mineral e organica, principalmente ndo

colagenica) e as propriedades do tecido 6sseo remanescente.

Simultaneamente, cristais minerais maiores ou mais numerosos podem
dissociar as ligacOes cruzadas de colagénio ou impedir a formacgédo de

pontes cruzadas maduras (Otsubo et al. 1992).

Dano pode acumular-se no tecido como resultado da natureza cada vez

mais quebradica do tecido ou/e do aumento de carga.

A combinacdo destes acontecimentos vai aumentar a susceptibilidade a

fractura do tecido 6sseo.

Apesar de existir evidéncia suficiente para suportar esta sequéncia de
acontecimentos, ainda ndo estd estabelecido se as modificacbes na
composicao dos tecidos sdo realmente uma resposta secundaria a perda de
massa Ossea. Além disso, sabe-se que a supressdo da reabsorcao
osteoclastica ndo impede a ocorréncia de fracturas, o que sugere que a
actividade osteoclastica pode ndo ser a causa primaria da cascata de perda

de massa 6ssea.
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Figura 11. Efeito promotor da actividade dos osteoblastos no desencadear de
toda a cascata de eventos na osteoporose (devido ao défice de estrogénios)
(coluna a esq):moléculas que promovem a actividade dos osteoclastos
upregulated (M-CSF,RANKL,TNF-a, ILs) e as que inibem os osteoclastos
downregulated (OPG TGF-B).Por este motivo ha um aumento da
osteoclastogénese e uma excessiva reabsor¢do 0ssea,que conduz a perda de
massa 6ssea.(coluna a direita).Devido a perda de massa 6ssea, ocorre um
aumento da carga mecanica sobre o tecido 6sseo remanescente. Isto levara a
um aumento da mineralizagdo para compensar a perda de tecido 0sseo.
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Finalmente, um aumento da mineralizacdo pode dissociar ligacdes entre as
proteinas colagénicas e ndo colagénicas e conduzir a acumulacdo de dano e
finalmente a fractura 0ssea

Mecanismos de retro-controlo estdo indicados por linhas a tracejado.
Rectangulos brancos e cinzentos, evidéncias experimentais, respectivamente in
vitro e em modelos ovarectomizados (OVX).

Adaptado de artigo 29.

2. Efeito promotor na actividade dos osteoblastos ( devido ao défice
de estrogénios) no desencadear de toda a cascata de eventos na
osteoporose

Os estrogénios, através dos receptores nos osteoblastos sdo capazes de

modular a actividade destas células na producdo, organizagdo e regulacao

da matriz Ossea. Ocorrendo inicialmente, devido ao défice de
estrogénios,uma inibicdo da osteoblastogénese e dos genes responsaveis
pela maturacdo dos osteoblastos e pela producdo de reguladores da
mineralizacdo e producdo de proteinas ndo colagénicas in vitro. Dai
resultaria, consequentemente, uma diminuicdo da producdo de IGF-I e

TGF-.

Devido a estas proteinas serem reguladoras da matriz de colagénio e da
producéo de proteinas ndo colagénicas € expectavel que se repercutissem

em modificagdes em ambos 0os componentes do tecido 0sseo. Isto faria,
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desta forma aumentar o médulo elastico da componente orgénica do tecido

0sseo (Mc Namara et al. 2006).

Assim, a perda de massa 0ssea serd uma resposta secundaria a
modificagdes na resisténcia do tecido: inicialmente a capacidade de
deformacdo da matriz Gssea estaria reduzida sob carga normal e isto por
sua vez poderia iniciar uma resposta reabsortiva osteoclastica a uma carga

fisioldgica como resultado do micro-dano por ela causado.

Um aumento nas dimensdes dos cristais de hidroxiapatite pode dissociar as
pontes cruzadas de colagénio e conduzir a um aumento da acumulacao de

micro-dano e a conjuncéo destes eventos culminar em fracturas 0sseas.

Evidéncias experimentais a suportar esta hipotese sdo limitadas, mas
modelos computacionais aplicados a modelos de mecanorregulacéo
predizem que : 1° ostedcitos localizados num tecido mais quebradico estéo
sujeitos a niveis tensionais inferiores e iniciam reabsor¢do conduzindo a
perfuracdo trabecular (Mulvihill et al. 2008) e 2°, quando o tecido 6sseo se
torna mais quebradico, ocorre uma adaptacdo da estrutura para adquirir
uma diminuicdo da massa Gssea e aumenta a anisotropia de forma

semelhante ao tecido 0sseo osteoporético (van der Linden et al. 2004).
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Figura 12. Efeito promotor na actividade dos osteoblastos no desencadear
de toda a cascata de eventos na osteoporose (devido ao défice de
estrogénios): (coluna a esquerda).A falta de estimulacéo estrogénica na
linhagem osteoblastica inibe a osteoblastogénese e altera a funcéo dos
osteoblastos, que modificam a sua actividade produzindo menos IGF-1 e
TGF-B. Disto resulta uma diminuigdo na producgéo de colagénio dos tipos
Il e VI e aumento de proteinas ndo colagénicas como a osteocalcina.
Como consequéncia das alteraces nos componentes do tecido 6sseo,
ocorrem modificacdes: a) na «armadura» organica do tecido 4sseo,
diminuindo a sua elasticidade/modulo elastico (deixa de se deformar para
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absorver a energia das cargas aplicadas) e dai haver uma diminuicdo da
resisténcia 0ssea a aplicacédo de carga e fractura/micro-fractura porgque néo
tem meios de dissipar a energia transitoriamente). B) na mineralizacéo do
tecido, aumentando o teor mineral, o que por sua vez aumenta a dureza do
tecido.

Finalmente, como consequéncia do aumento da dureza do tecido, baixa
carga mecanica sobre os osteocitos é suficiente para lesar os canaliculos
que contém os seus prolongamentos citoplasmaticos e desta forma lhes
causar apoptose (que, desta forma, aparece aumentada).A apoptose dos
ostedcitos desencadeia uma resposta reabsortiva osteoclastica, com
remocao do tecido 6sseo, isto levara a diminuicdo da massa 0ssea e
consequentemente da resisténcia 6ssea acumulando-se cada vez mais
micro-dano até culminar em fracturas.

Mecanismos de retro-controlo estdo indicados por linhas a tracejado.
Rectangulos brancos e cinzentos, evidéncias experimentais,
respectivamente in vitro e em modelos ovarectomizados (OVX).

Adaptado de artigo 29.

S&0 necessarios estudos experimentais: a) para averiguar se alguma destas
sequéncias corresponde a sequéncia de eventos que conduz a osteoporose;
b) compreender os efeitos destas alteracdes do tecido 6sseo na dindmica e
remodelacdo e da remodelacdo nas alteracdes do tecido 6sseo. Este tipo de
investigagBes podem revelar-se Uteis no estabelecimento de novos alvos

terapéuticos.

Tratamento da osteoporose
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Até ha pouco tempo, a prevencao e tratamento da perda de massa 6ssea
estava completamente dependente do uso de medicamentos que inibem a
reabsorcdo éssea, um mecanismo gque ndo consegue recuperar a massa nem

a estrutura 0ssea que foram perdidas.[28]

Aliés, o uso de tratamentos anti-reabsortivos de forma continuada leva a
uma supressdo da remodelacéo prolongada, causando uma acumulacdo do

micro-dano, fractura e reducdo da regeneracao 0ssea. [7].

Avancos recentes na biologia Ossea identificaram varias moléculas
envolvidas no processo de reabsorcéo e formacdo dsseas que conduzirdo a
novos tratamentos para a osteoporose, que estdo neste momento a ser
submetidos a ensaios clinicos. Faremos também uma referéncia a

terapéuticas de uso corrente e a possiveis alvos moleculares futuros.

1. Terapéuticas estabelecidas
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Figura 13. A prevencdo e tratamento da osteoporose (da infancia a 3% idade)
deve basear-se em estilos de vida saudaveis (ingestdo adequada de célcio,
actividade fisica regular,eviccao tabagica e do consumo excessivo de alcool).A
suplementacédo de vitamina D € essencial nos idosos. Escolhas de outras
medicacdes mais especificas dependem principalmente da idade dos doentes e
gravidade da osteoporose (correlacionada com a linha a tracejado:risco de
fractura). Adaptada de artigo 64.

1.1 Agentes anti-reabsortivos

A maioria dos agentes anti-reabsortivos disponiveis hoje também inibem a
formacédo de tecido Gsseo ao fim de varios meses e este facto limita o efeito de

aumento da massa dssea.

(1). Terapéutica estrogénica e SERMS(Selective Estrogen Receptor

Modulators) — moduladores selectivos dos receptores de estrogénios: tém
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beneficio comprovado prevencdo da perda de massa 0ssea e fracturas com ou

sem osteoporose estabelecida.

Os seus efeitos sobre os receptores de estrogénios (presentes nas células das
linhagens monocitaria e osteoblastica) conduzem a uma reducdo na expressao
de RANKL e a um aumento a secrecdo de OPG.Também suprime a producédo
de IL-1, IL-6, IL-7 e TNF-a e aumenta a produgdo de IGF-1 e TGF-B nos

osteoblastos.

A maior limitacdo a este tratamento reside nos seus efeitos adversos,
principalmente em mulheres idosas,sendo no entanto, uma terapéutica muito

eficaz na prevencdo e tratamento da osteoporose pds-menopausica.

(3) calcitonina: suprime directamente a funcdo osteoclastica, ligando-se ao
receptor de calcitonina dos osteoclastos . Devido a relativamente fraca
poténcia da calcitonina, esta estd reservada sO para o tratamento da
osteoporose em mulheres com mais de 5 anos de menopausa e que nao podem
tomar outras medica¢6es ou em homens idosos com ligeira perda de massa

0ssea.

Num grande estudo envolvendo 1255 mulheres pds-menopausicas com

osteoporose estabelecida, o spray nasal de calcitonina teve uma reducéo
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significativa no risco de fracturas vertebrais em 33%, o efeito em fracturas

vertebrais ndo foi significativo.

(4)bifosfonatos: Séo actualmente os medicamentos de escolha para a
prevencdo e tratamento da osteoporose. Reduzem o risco de fractura vertebral

em 50 a 60%.

Os bifosfonatos ligam-se a hidroxiapatite no tecido 6sseo e entram no

osteoclasto quando se da a reabsorcdo 0ssea.

Os bifosfonatos sem um atomo de azoto na molécula (etidronato, clodronato,
tiludronato) sdo incorporados no ATP e causam apoptose dos osteoclastos,
enquanto que os bifosfonatos com um atomo de nitrogénio na molécula
(pamidronato, alendronato, ibandronato, risedronato, zolendronato) modificam

o citosqueleto dos osteoclastos e diminuem a sua actividade. [64, 28, 65]

1.2. Agentes anabolicos

(1). PTH (hormona paratiréide).
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Sumarizando e refor¢ando o que ja foi dito em capitulo precedente, a PTH tem
um papel fundamental na homeostase do célcio e na remodelacdo dssea. A

accdo da PTH no tecido 6sseo dependente da duracdo de administracao:

Niveis séricos de PTH, cronicamente elevados, causam um aumento da
reabsorcdo ao estimularem a producdo de RANKL nas células da linhagem

osteoblastica

Se forem administrados pequenos bolus intermitentes de PTH verifica-se um

efeito anabolico, apesar do aumento na reabsorgdo 6ssea.

Por outro lado, a PTH diminui a apoptose dos osteoblastos no tecido 6sseo
cortical e aumenta a sobrevida e diferenciacdo dos osteoblastos e pré-
osteoblastos no peridsteo. A PTH reduz, ainda, a producdo de esclerostina
pelos ostedcitos, permitindo assim a diferenciacdo e prolongamento da

sobrevida dos osteoblastos.

Num ensaio clinico com PTH-34 envolvendo cerca de 1600 mulheres
osteopordticas, a incidéncia de fracturas vertebrais reduziu-se em 65% e

fracturas ndo vertebrais em 35% com a dose de 20 microgramas.

O PTHrP (Parathyroid hormone related peptide), descoberta como sendo
causador da hipercalcemia que se verifica em processos neoplasicos, tem uma

semelhanca estrutural com a PTH, compartilhando o mesmo receptor que a
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referida hormona. Assim, sera possivel que a sua utilizacdo venha a ser

desenvolvida como arma terapéutica contra a osteoporose nos préximos anos.

Uma alternativa a administracdo de PTH, para obtencdo de picos plasmaticos

transitorios, € a utilizacdo de agentes calciliticos ou calcimiméticos.

Outros analogos da PTH estdo a ser desenvolvidos para optimizar a acgdo
anabolica da PTH reduzindo a reabsorcdo dssea. Por outro lado, estdo em
curso pesquisas e estratégias de seleccdo visando formas de curta semi-vida e
elevados niveis de PTH e PTHrP apenas nas regides-alvo por curtos periodos

de tempo.

(2)Ranelato de estrdncio: é um agente oral que reduz a absorcdo dssea e pode

aumentar a formacdo de tecido Gsseo. E incorporado nos cristais de

hidroxiapatite, sendo que o atomo de estroncio substitui um atomo de calcio.

A investigacdo bésica tem demonstrado que o estréncio inibe a ac¢do dos
osteoclastos através de um efeito na alteragdo da sua sensibilidade ao célcio
causando a sua apoptose. Em culturas celulares verifica-se que, aumenta a
proliferacdo dos osteoblastos, a expressdo de fosfatase alcalina e a sintese de

colagénio, mostrando assim um efeito anabdlico. [28].
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Num ensaio clinico de fase 3 envolvendo 1649 e 5092 mulheres pds -
menopausicas, o ranelato de estroncio 2g/dia reduz o risco de novas fracturas

vertebrais em cerca de 50% e 39% respectivamente. [28].

2. Novos tratamentos para a osteoporose

2.1 agentes anti-reabsortivos

(1) Inibidores da catepsina K

A catepsina K € uma protease de cisteina que € expressa
selectivamente por osteoclastos e conduz a degradacdo de proteinas
da matriz 6ssea. Uma deficiéncia na matriz 6ssea de catepsina K
resulta em situacOes de Picnodisostose humana, caracterizadas por

uma osteosclerose e reducdo na reabsorcao éssea.

O Adanacatib, um inibidor selectivo da catepsina K (avaliado
durante 2 anos com dose Unica semanal) em cerca de 400 mulheres
pos-menopausicas com osteopenia/osteoporose, levou a um

aumento dose-dependente na massa 60ssea das vértebras (5,5%) e
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colo do fémur (3,2%) e diminuicdo dos marcadores de reabsor¢do
6ssea (NTx/Cr urinario e CTx sérico). Neste estudo ndo ocorreram

reaccOes adversas significativas.

(2) Denosumab
O Denosumab é um anticorpo monoclonal contra 0 RANKL que
blogueia a activacdo dos osteoclastos, desta forma sendo um potente

inibidor da reabsorcao dssea.

Pode também ser usado para diminuir a reabsor¢do Ossea na artrite
reumatdide e no cancro, uma vez que € a causa principal para o
aumento da reabsorcdo Ossea em ambos 0s casos. Resultados
preliminares em doentes com cancro da prostata ou cancro da mama

s80 muito promissores.

Estudos clinicos recentes envolvendo 7868 mulheres osteoporoéticas
tratadas cada 6 meses com 1 administracdo subcutanea de Denosumab
60 mg, demonstraram uma reducdo de novas fracturas vertebrais (por
controlo radiografico) em 68%, fracturas do colo do fémur em 40%,
fracturas ndo vertebrais em 20%. N&o houve diferencas significativas
na incidéncia de reac¢bes adversas comparativamente ao placebo,
exceptuando num ligeiro aumento de infeccOes da pele, incluindo
celulite.
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(3) Osteoprotegerina (OPG)

A ligagcdo da OPG com o RANKL impede a sua ligagdo ao RANK e desta
forma a activacdo dos osteoclastos, podendo ser considerado um anticorpo

natural para 0 RANKL.

Num ensaio clinico de fase 1, envolvendo 52 mulheres saudaveis pés-
menopausicas (idade 40 a 70 anos), havia uma diminuicdo do marcador
urinario de reabsorcdo (NTX) por ac¢do da OPG cerca de 80% no 4° dia apds
dose Unica e o efeito gradualmente decrescia para 17% depois de 6 semanas de
seguimento. No entanto, verificou-se o aparecimento de anticorpos anti-OPG
varios meses depois, entre outros efeitos secundarios, constituindo isto uma

limitag&o para o uso de OPG no tratamento da osteoporose.

(4) Antagonistas da integrina avf33 (L-000845704)

O receptor da avpB3 integrina ou receptor vitronectina existe na superficie dos
osteoclastos e é necessario para a ligacdo dos osteoclastos as proteinas da
matriz 6ssea. O L-000845704 é um antagonista ndo peptideo do receptor da
avP3 integrina do osteoclasto, administrado por via oral, que provoca inibigédo

da reabsorgdo dssea.

Num ensaio clinico de fase 2, envolvendo 227 mulheres com osteoporose pds-
menopausica, 0 L-000845704 diminuiu significativamente os marcadores de
reabsorcdo 6ssea em 40% e aumentou a densidade déssea das vértebras em
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3,5% numa dose de 200 mg 2 id. N&o ocorreram efeitos adversos severos. No

entanto, ndo foram feitos ainda estudos a longo-prazo.

(5) Outros agentes anti-reabsortivos potenciais

Os canais de cloro sdo expressos em elevada quantidade nos osteoclastos,
principalmente o CIC7 e CICIC. Entre estes, os canais CIC7 parecem estar

restritos a poucos tecidos.

Num modelo experimental de osteoporose em cobaias, um inibidor do canal de
cloro blogueava a acidificagdo osteoclastica e a reabsor¢do 6ssea sem afectar a
formagdo de tecido 6sseo. A perda de massa 6ssea foi reduzida em 50%. Pode

ser necessario desenhar um inibidor mais potente para seres humanos.

De forma semelhante, mutacdes na anidrase carbdnica (CA Il) conduzem a

diminuicdo da producéo de acido pelos osteoclastos.

Recentes estudos também estabeleceram o papel das fosfatases proteicas da
tirosina (PTP — protein tyrosine phosphatases) na regulacdo da funcdo e
sobrevivéncia do osteoclasto. Estas moléculas sdo essenciais para a migracdo
do osteoclasto e ligagdo da integrina avB3 da superficie do osteoclasto com a
matriz 0ssea. A cyt-PTP-epsilon, a PTP-PEST e PTP-oc sdo reguladores
positivos da actividade osteoclastica, enquanto que a SHP-1 é um regulador

negativo.
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2.2.  Agentes anabolicos

(1) Anticorpos neutralizantes de esclerostina

A esclerostina € uma proteina que é secretada pelos ostedcitos apos a
mineralizacdo primaria para limitar a continuacdo da formacdo Ossea pelos

osteoblastos.

A deficiéncia em esclerostina devido a uma mutacéo no gene SOST resulta na
esclerostose humana, caracterizada por um aumento da densidade de massa

0ssea em todos os tecidos 0sseos.

Em situagBGes normais, a esclerostina é produzida pelos ostedcitos e actua nos
osteoblastos via receptores LRP5 e LRP6 para inibir a via Wnt, que sera

abordada em paragrafos posteriores

Modelos experimentais de osteoporose (cobaias e macacos) tratados com
anticorpo monoclonal para esclerostina (Scl-Ab Il) aumentam marcadamente a
formacdo de tecido désseo nas superficies trabecular, periostea, endocortical e

intracortical, apds 5 semanas de tratamento.

Ensaios clinicos com anticorpos de esclerostina para osteoporose poderao

comecar brevemente.
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(2) BMPs (bone morphogenetic proteins)

As BMPs sdo factores de crescimento pertencentes a superfamilia TGF-p

constituindo potentes indutores da osteogénese.

Rolipram é um inibidor especifico da fosfodiesterase-4, 0 que aumenta a
eficacia de rhBMP-2. No entanto, também aumenta a actividade de AMP
ciclico no cérebro provocando fortes efeitos anti-depressivos. Num estudo com
administracdo local de Rolipram em ratos ocorreu um aumento da capacidade
de rhBMP-2 para induzir formacdo de tecido 6sseo, de acordo com a medicéo
do conteddo mineral 6sseo do tecido ésseo formado. Estas observacfes tém
um forte impacto, uma vez que a administracdo local deste composto reduz a

ocorréncia de efeitos secundarios sistémicos.

3. Algumas limitag0es terapéuticas actuais

Os medicamentos actualmente usados no tratamento da osteoporose
dividem-se em compostos anabdlicos e anti-reabsortivos. Perante este facto,
naturalmente se questiona qual destas terapéuticas é mais eficaz ou se é mais

vantajosa a associacgdo das duas: combinadamente ou sequencialmente.

Combinacéo de tratamentos anabolicos (PTH) e anti-reabsortivos
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Desconhece-se ainda se e preferivel utilizar a PTH ou os anti-reabsortivos

isolados ou ambos, quer seja sequencialmente quer em simultaneo.

Os agentes anti-reabsortivos aumentam a densidade mineral do tecido,
enquanto a PTH leva a deposicdo de novo tecido 0sseo, reforcando a

espessura das trabéculas e do cortex.

O aumento da massa Ossea apOs O tratamento anti-reabsortivo é um fraco

preditor na reducéo do risco de fracturas.

Desconhece-se se 0 aumento da massa 6ssea ap6s a administracdo de PTH ou
tratamento combinado é equivalente a uma maior reducdo do risco de fractura,
relativamente ao que se verificava para 0 mesmo periodo de tempo de

tratamento com bifosfonatos.

Apesar da diminuicdo dos marcadores de remodelacdo (com o tratamento com
anti-reabsortivos) ser habitualmente um factor preditivo na reducgéo do risco de
fractura, este facto, ndo pode ser aplicavel ao tratamento com PTH, uma vez
que ai ocorre habitualmente um aumento nos niveis séricos de ambos 0s

marcadores.

Assim, a combinagdo destes tratamentos inviabiliza o uso de marcadores do
turnover 6sseo para avaliacdo do risco de fractura/progressao da doenca, deste

modo, o seu controlo fica sujeito as limitagdes radioldgicas actuais.
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E um facto que a PTH faz mais do que os anti-reabsortivos, constréi novo
tecido 6sseo, em vez de simplesmente impedir a continuacéo da perda. Porém,
qual serd o valor disso? Estard a qualidade do tecido désseo melhorada?
Poderemos quantificar de forma segura e eficiente os beneficios do uso de

PTH relativamente aos bifosfonatos?

A PTH reduz o risco de fractura em 50% a 60% mas isso também acontece
com os tratamentos anti-reabsortivos. Qual a diferenca que justifica o
investimento do servico nacional de saude na PTH em deterimento dos

bifosfonatos, por exemplo.

Sabe-se que o Raloxifeno (que apareceu antes do alendronato) atrasa o
aumento da massa 6ssea e respostas de marcadores séricos a PTH, levantando
a questdo se a resposta anabolica desta hormona serd parcialmente mediada
por factores produzidos por osteoclastos ou produtos da matriz reabsorvida.
Contudo, ndo se sabe se este efeito também se verifica com outros anti-

reabsortivos.

Quando é suspenso o tratamento com PTH, os anti-reabsortivos previnem a
perda de massa Gssea, mas nao se sabe se isso se traduz num aumento na

proteccdo contra fracturas.

Apesar de ndo haver evidéncias que suportem o uso clinico de terapéutica

combinada, sabe-se que 0 uso prévio de anti-reabsortivos ndo parece
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influenciar a resposta & PTH, pelo menos em termos de densidade 6ssea ou

marcadores de remodelagéo. [66]

Atendendo as modalidades terapéuticas descritas e tomando como exemplo o
aparecimento de anticorpos apos o tratamento com OPG sintética, poderemos
interrogar-nos sobre a seguranca de alguns destes farmacos e reflectir sobre a
necessidade de encontrar modelos mais satisfatorios para melhorar a

identificacdo/deteccdo de reacgdes adversas e se possivel elimina-las.

Metastastases 0sseas — (alguns aspectos)

O tecido 6sseo constitui um destino frequente para a instalacdo e formacéo de
lesGes neoplasicas secundarias. As metastases 0sseas sdo, de longe, mais
frequentes do que os tumores 0sseos primitivos. De facto, 0s 0ssos reinem um
conjunto de caracteristicas que faz deles um local privilegiado para a migracéo e

colonizacao de celulas neoplésicas. [67,68]

Por sua vez, e contrariamente a metastizacdo visceral (com um tempo de

sobrevida curto), os doentes com metastases 6sseas podem sobreviver até dez anos
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ou mais, apresentando, no entanto, sintomas severos que vao desde uma intensa
dor Ossea, sindromas de compressdo nervosa, hipercalcémia até fracturas
patoldgicas, circunstancias que, no seu conjunto, reduzem consideravelmente a

sua qualidade de vida.

Ainda que a primeira vista a natureza mineralizada do tecido 0sseo possa
parecer uma barreira ao desenvolvimento de grandes formacgdes tumorais, esta
circunstancia é, no entanto, facilmente contornada e ultrapassada pelas células
cancerosas. Com efeito, estas células conseguem estabelecer uma estreita relacéo
com as células Osseas, criando uma plataforma de entendimento de forma a

conseguir boas condigdes e mais espago disponivel para o seu crescimento.

Em paralelo, certas particularidades da anatomia e fisiologia 6ssea podem
constituir entradas faceis e terrenos favoraveis aos processos de metastizacdo. De
facto, as caracteristicas topograficas e hemodinamicas existentes nas regides
metafisarias dos o0ssos longos transformam-nos frequentemente em locais
atractivos para este fim. O grande calibre, a lenta velocidade de fluxo e a natureza
peculiar das paredes dos sinusoides, presentes na esponjosa primaria e secundaria
das metafises, permitem uma facil entrada e saida de células, proporcionando
assim uma estrutura altamente vantajosa para a circulacdo e migracao das células

neoplasicas, circunstancia que este tipo de células sabe aproveitar muito bem.

No entanto, estd tambeém demonstrado que a entrada das células nos sinuséides

e posterior chegada a medula déssea ndo é suficiente para assegurar uma
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colonizagdo metastatica, sendo muito mais as células cancerosas que transitam nas
cavidades medulares, do que, as que efectivamente, se instalam e progridem no
sentido de uma lesdo secundaria. Por outro lado, as células endoteliais que
revestem estes sinusdides podem desenvolver particulares afinidades
(expressando, por exemplo, diversas proteinas de adesdo), de modo a estabelecer
ligacOes especificas com as células tumorais, contribuindo em certas regides
(alvo) para uma adesdo entre as células tumorais circulantes e as células

endoteliais da microcirculacdo presente na medula 6ssea.

Esta ja demonstrado que as células dsseas (nomeadamente as células da linha
osteoblastica) activam, nas células endoteliais adjacentes a expressdo de varios
tipos de moléculas de adesdo. O desenvolvimento de adesdes especificas entre
certas células tumorais circulantes e as células endoteliais da medula 6ssea pode
explicar em parte o osteotropismo caracteristico de certas neoplasias (mama e

préstata).

As células tumorais, depois de aderir ao endotélio vascular dos 6rgdos alvo,
extravasam para os tecidos circundantes. Este processo é muito facilitado devido a
enzimas secretadas pelas proprias células tumorais visando facilitar a sua
penetracdo nos tecidos. Porém, as células cancerosas s6 permanecem e evoluem
nesses locais se encontrarem um micro-ambiente apropriado que lhes permita

sobreviver e proliferar.
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Em sintese, a arquitectura Ossea e particularmente a estrutura dos vasos
sanguineos (sinusdides) da medula Ossea, facilitam imenso a circulagdo e
transmigracdo das células neoplésicas. Em geral, &reas bem vascularizadas
contendo abundante medula 6ssea constituem quase sempre locais privilegiados
para a colonizagdo metastatica. Assim, e como sabemos, nem todos 0s 0Ss0s que
compdem o0 esqueleto s&o igualmente atingidos, constituindo destinos
preferenciais para a metastizacdo, as vértebras, as costelas e as extremidades dos
0ssos longos, tudo regifes altamente vascularizadas e ricas em medula 6ssea

vermelha.[68]

Importa considerar ainda que a metastizacdo 6ssea é bem mais frequente para
certas neoplasias do que para outras, sendo particularmente elevada nas neoplasias
da mama, préstata, pulméo e tiroide. Estas células neoplésicas deverdo pois
apresentar certas caracteristicas e propriedades que as dirigem preferencialmente

para o tecido dsseo.

Um outro aspecto interessante reside no facto de muitos doentes
desenvolverem metastases 0sseas activas bastantes anos ap6s a remocao cirurgica
do tumor primitivo, sugerindo que as células malignas osteotropicas podem ter um
longo periodo de quiescéncia antes de desenvolverem lesdes secundarias. Esta
circunstancia esta certamente com a alteracdo das condi¢cbes do micro-ambiente

em que se encontravam que desencadearam a sua activacao.
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1. Mecanismos de metastizacao 0ssea

O processo de metastizacdo Ossea compreende um conjunto de etapas
interrelacionadas que comeg¢a com uma migra¢do dirigida ou “tropismo” das
células cancerigenas para certas areas do tecido 0sseo. Para que estas células
possam depois sobreviver, crescer e proliferar na matriz 6ssea desenvolvem certas
propricdades  osteomiméticas ou  “osteomimetismo”, adquirindo assim
caracteristicas bone like, de modo a poderem ser consideradas como células
oOsseas.Finalmente, estabelecem com os osteoblastos e os osteoclastos um ciclo

vicioso que desenvolvem a seu favor.

A complexidade destes processos é enorme, pois envolve ndo sé células
Osseas, como células hematopoiéticas (série mieldide, linfoide e eritrocitéria) e

ainda células endoteliais, para além das células cancerosas.

O “osteotropismo” das células cancerosas pode ficar a dever-se a diversos e
diferentes mecanismos. No caso do cancro da mama, por exemplo, as células
cancerosas desenvolvem um receptor CXCR4 (Chemokine C-X-C motif receptor
4) que controla o destino destas células para certos 6rgdos como a medula dssea,
onde o seu ligando CXCL12 (Chemokine C-X-C motif ligand 12) é produzido em

altas concentragdes. Este facto foi claramente demonstrado quando se procedeu ao
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bloqueio experimental do CXCR4 (com anticorpos ou antagonistas), reduzindo

notoriamente a incidéncia de metastases.

O sistema RANKL/RANK/OPG parece estar também muito envolvido na
migracao de células cancerosas que expressam RANK. Chega mesmo a existir um
trabalho de investigacdo com um titulo sugestivo que fala por si: “RANKL Acts
Directly on RANK-expressing Prostate Tumor Cells and Mediates Migration and
Expression of Tumor Metastasis Genes”. Neste estudo, a utilizagdo de OPG
(inibidor natural da interaccio RANK/RANKL) apresentou-se bastante eficaz,

blogueando o tropismo 6sseo destas células.

Foi, ainda, demonstrado que uma maior incidéncia de metastizacdo 6ssea do
cancro da mama e do cancro da prostata podia estar relacionada com o aumento da
expressdo pelas células cancerosas de certas integrinas que medeiam a sua ligacéo
a matriz 0ssea (avB3 para a mama e 021 para a prostata). Esta conclusdo foi
também confirmada quando se observou uma reducdo acentuada do processo

metastatico com a utilizacdo de antagonistas especificos destas integrinas.

Assim, dentro do osteotropismo caracteristico das células metastaticas é
possivel que certas quimioquinas (CXR4 e RANKL) e certas integrinas (avp3 e
a2B1) possam interagir em sinergia como recptores/ligandos promovendo a

migracdo e colonizacdo 0ssea.
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A aquisicdo pelas células tumorais de um pseudofenotipo de células Gsseas
“osteomimetismo” pode facilitar, em muito, a sua migragdo ¢ posterior adesdo e
sobrevivéncia num micro-ambiente &ésseo. A expressdo de caracteristicas e
propriedades osteomimeéticas pelas células cancerosas parecem constituir um
evento chave que favorece a formacdo e manutencdo de lesdes secundéarias. As
células cancerosas da mama ou da préstata que expressam altos teores de
osteopontina, osteocalcina e sialoproteinas 6sseas (fendtipo osteoblastico)
apresentam uma muito maior probabilidade de metastases 6sseas. Tomemos ainda
o exemplo da sialoproteina Il. Esta proteina apresenta uma expressao cem vezes
maior nas células que metastizam para 0s 0ssos, do que para uma metastizacdo

visceral.

De notar, ainda, que as propriedades osteomiméticas das células cancerosas

podem estender-se também ao fendtipo osteoclastico.

Como j& foi referido, os factores moleculares presentes no micro-ambiente
6sseo tém um papel determinante na formacdo de um micro-ambiente capaz de
favorecer o desenvolvimento de lesfes secundarias. A este respeito, Stefan Paget
(1889) propds uma teoria conhecida por teoria do seed and soil, afirmando que
certos micro-ambientes, como 0 que se encontra no tecido 6sseo, proporcionam
um terreno fertil onde as células cancerosas podem crescer. Em paralelo, os

mecanismos de remodelacdo Ossea contribuem para uma renovacdo constante
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deste soil, desempenhando os osteoclastos um papel crucial neste processo.
Roodman (2004). Refere que « the osteoclasts act as plows to break up the “soil”
and release its nutrients», mantendo deste modo um ambiente muito

“hospitaleiro” para as células tumorais.

Parece cada vez mais evidente que as células tumorais, ao chegarem a medula
Ossea, desencadeiam uma resposta inflamatoria (estimulando a producdo de
RANKL pelas células osteoblasticas e inflamatdrias) que leva ao recrutamento e
activacdo das células da linha osteoclastica e consequentemente a uma reabsorcao
0ssea, criando um ciclo vicioso, reconhecido ha ja alguns anos por Yoneda et al
(2004) entre as células 6sseas e as células tumorais. O turnover 6sseo vai «abrigar

e alimentar» as células cancerosas.
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Figura 14. Representagdo esquematica do “ciclo vicioso” estabelecido entre as
células cancerosas, os osteoblastos e os osteoclastos. As células cancerosas pela
producdo de certos factores (PTH, endotelina 1,interleucinas, citoquinas,
prostaglandinas e factores de crescimento) estimulam nos osteoblastos a sintese de
RANKL, induzindo a formacdo de osteoclastos. A reabsor¢do da matriz (pelos
osteoclastos) conduz a libertacio de TGFP, PDGF e BMPs, factores que vao
contribuir para o crescimento e proliferacdo das células cancerosas. Estas células
expressam também VEGF e FGFs, factores angiogénicos responsaveis pelo
desenvolvimento de uma rede vascular de suporte.

Muitos dos factores libertados (através do processo de reabsorcdo Ossea) sao
capazes de induzir uma transdiferenciacdo das células cancerosas (geralmente de
natureza epitelial), provocando a transicdo de um fenotipo epitelial para um
fendtipo mesenquimatoso. Esta circunstancia aumenta consideravelmente a sua

malignidade.
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Para além de tudo isto, importa referir que as células cancerosas orientam 0s
osteoblastos para a secre¢do de citoquinas que alteram o micro-ambiente 0sseo a
seu favor. De facto, verificou-se que podem inibir a diferenciagdo dos
osteoblastos, desviando-os da sua normal capacidade para a sintese e
mineralizacdo da matriz dssea. Deste modo, a presenca de células cancerosas pode
impedir os osteoblastos de sintetizarem os factores de diferenciagdo necessarios ao
seu préprio desenvolvimento e maturacdo, chegando, mesmo, a influencia-los
(pondo-o0s ao seu servigo) no sentido de secretarem moléculas que vao contribuir
para a progressdo do processo de metastizagdo. Integram-se, ainda, neste ambito
certos factores angiogénicos subjacentes ao desenvolvimento de uma rede

vascular cada vez mais eficaz.

Em paralelo e para manterem esta situacdo, as células cancerosas podem
activar directamente os osteoclastos, contribuindo para o aumento das lesdes
osteoliticas e, deste modo, irem ganhando espaco (roubado a matriz 6ssea) para o
seu desenvolvimento. De facto, e como ja foi referido, as células tumorais podem
expressar uma forma soltivel de RANKL provocando um acentuado desequilibrio
do eixo RANKL/OPG. O ratio RANKL/OPG pode mesmo apresentar um valor

predictivo do processo evolutivo e da taxa de sobrevivéncia de certas neoplasias.

Em sintese, o micro-ambiente exerce uma influéncia extraordinaria no

processo de localizacdo e desenvolvimento das metastases Osseas. O “didlogo”
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entre as células cancerosas (seed) e 0 micro-ambiente existente nos 6rgaos alvo
(soil) ira orientar o destino das células metastaticas e a possivel existéncia de

condicdes para a sua proliferacdo e sobrevivéncia.

Pode afirmar-se, pois, que o tecido 6sseo constitui, um terreno fértil para os
processos de metastizacdo tendo em conta que: a) é formado por éareas
metabolicamente muito activas e altamente vascularizadas; b) possui um sistema
vascular que permite uma facil entrada e saida das células; c) os normais
processos de remodelacdo Ossea (necessarios a uma constante adaptacdo deste
tecido ao meio ambiente) fornecem moléculas quimiotacticas e factores de
crescimento para 0 meio ambiente que, por um lado atraem as células cancerosas e
por outro suportam o seu crescimento. Com efeito, a matriz dssea constitui um
rico “armazém” de factores de crescimento que sdo libertados durante o turnover
0sseo. Deste modo, as células cancerosas ai residentes encontram um cocktail de
citoquinas e factores favoraveis ao seu desenvolvimento; d) finalmente, as células
cancerosas podem modular a actividade dos osteoblastos e osteoclastos a seu

favor, desenvolvendo em paralelo uma rede vascular de suporte.

As células metastaticas que alcancam a medula dssea podem manter-se num
estado quiescente durante varios anos antes de formarem metastases dsseas

activas. Este facto, pode justificar o aparecimento de metastases 0sseas muito
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tempo apos a remogdo cirdrgica do tumor primitivo, é neste &mbito que os nichos

endosteais ou osteoblasticos podem ter grandes implicaces.

Nichos osteoblasticos

Os nichos osteoblasticos, também designados como nichos endosteais, sdo
considerados compartimentos, existentes na medula Ossea, anatomica e
fisiologicamente muito importantes, que exercem uma influéncia determinante na

biologia do desenvolvimento das células hematopoiéticas.

Estda hoje confirmada a importancia exercida pelas células da linha
osteoblastica (pertencentes e localizadas no estroma da medula Ossea) na
proteccdo, retencdo e regulacdo das células tronco da série hematopoiética,
mantendo-as num estado quiescente (impedindo a sua diferenciacdo e
mobilizacdo). Com efeito, estas células osteoprogenitoras expressam certas
citoquinas que tém particular relevancia na quimiotaxia, homing, retencdo e
sobrevivéncia das células hematopoiéticas. De facto, podem estabelecer-se intimas
ligacGes entre estas duas linhas celulares atribuindo-se as células osteoblasticas
uma grande responsabilidade na criacdo de um micro-ambiente que condiciona a
sequestracdo das celulas hematopoiéticas, inibindo a sua diferenciagdo e
conservando a sua capacidade de auto-renovagdo (mantendo assim as suas

propriedades de células tronco).
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De facto, o micro-ambiente ai gerado regula e condiciona o0 seu destino.
Qualquer ruptura ou desequilibrio neste micro-ambiente pode conduzir a graves
alteracbes do comportamento bioldgico e destino das células tronco da linha
hematopoiética, provocando a sua diferenciacdo e mobilizacdo. Este aspecto
assume particular relevancia nos processos mieloproliferativos e na metastizacéo

0ssea.

Recentemente foi identificada nestes nichos a existéncia de células da
linhagem osteoblastica com fendtipo fibroblastico designadas por Spindle-shaped,
N-cadherin osteoblasts (SNO) que seriam responsaveis pela quiescéncia das
células hematopoieticas, impedindo, como ja foi referido, a sua diferenciagéo e
mobilizacdo. Por este motivo, suspeita-se que sdo células como estas que mantém
as células cancerosas «sequestradas» durante longos periodos de tempo
impedindo-as de proliferar até que modificacBes ambienciais possam desencadear
e estimular a suas capacidades proliferativas. E por este motivo tentador admitir
que células deste tipo (SNO ou SNO-like) possam manter a quiescéncia das células

tumorais.
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Vasos células cancerosas “adormecidas”
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Figura 15. Papel do nicho osteobléstico na regulacdo das células cancerosas.
(a) Entre as células osteoblasticas que revestem a superficie 6ssea encontram-se
alguns Spindle-shaped, N-cadherin osteoblasts (SNO), responsaveis pela
sequestracdo e manutencdo des células cancerosas “adormecidas”. (b) Qualquer
alteracdo das condicbes do micro-ambiente 6sseo pode estimular os processos de
reabsorcéo dssea (pelos osteoclastos), levando a libertacdo de TGFp, PDGF, FGF,
factores que, por sua vez, desencadeiam a activacdo das células cancerosas
“adormecidas”. (c¢) As células cancerosas, uma vez activadas, proliferam
activamente, levando ao aparecimento de lesdes metastaticas activas.
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Sdo varias as circunstancias que podem desencadear a activacdo osteoclastica,
levando a libertacdo dos factores de crescimento existentes na matriz 6ssea para o
micro-ambiente medular e deste modo «despertar» as celulas tumorais
«adormecidas». Os mecanismos inflamatorios serdo o0s principais candidatos
responsaveis pela activacdo dos osteoclastos, desencadeando toda esta cascata de
eventos. Esta probleméatica foi muito bem sintetizada por Lu H.(2006) que
intitulou desta forma um dos seus trabalhos de investigacdo: «Inflamation, a key
event in cancer development».

De referir, para terminar, uma das questdo, ainda por resolver e cujo
esclarecimento em muito ajudaria o prognostico, prevencdo e terapéutica dos

processos de metastizacao.

Sera possivel determinar a “metastatic signature” de um tumor primitivo de
modo a estabelecer um conjunto de caracteristicas que pudessem predizer

precocemente as suas possibilidades de metastizacdo?
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