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Resumo

As Proteinas Morfogénicas do Osso (BMPs) sdao um grupo de citoquinas da vasta
familia do fator de crescimento transformador-beta (TGF-fB). Estas possuem actividade em
varios tecidos e desempenham um papel importante no desenvolvimento embrionario,
organogénese, homeostasia e regeneracao tecidual.

Dentro das caracteristicas que as tornam um dos factores de crescimento mais
estudados para aplicagdo clinica estd o seu forte potencial osteoindutor. As BMPs t€m a
capacidade de estimular a diferenciacdo de células mesenquimatosas indiferenciadas em
osteoblastos e condroblastos, assim como de estimularem a diferenciacdo de células
osteoprogenitoras em osteoblastos, tornando-as assim moléculas valiosas para estimular a
cicatrizagdo de fraturas e areas onde a formacgao e/ou cicatrizagdo dssea seja desejavel.

Esta dissertacdo apresenta uma revisdo dos conceitos basicos das BMPs e as suas
principais fun¢des no organismo, dando especial enfase ao seu papel na regeneragdo do tecido
0sseo, aos seus mecanismos de ac¢do e regulacdo e as suas potenciais aplicagdes clinicas.

Nesta dissertagdo serd também apresentada uma série de casos clinicos registados
durante o periodo de estagio curricular no Hospital Veterinario Canis, em Girona, onde se
utilizaram estes agentes para estimular a cicatrizagdo Ossea em diversas ocasides. Os
resultados obtidos foram positivos, uma vez que foi atingida unido 6ssea em todos os casos
clinicos. No entanto, a ndo existéncia de grupos de controlo enfraquece o valor cientifico dos

resultados.

Palavras-chave: Proteinas morfogénicas do osso (BMPs); Cicatrizagdo de fraturas;

Fatores de crescimento; Citoquinas.



Abstract

Bone Morphogenetic Proteins (BMPs) are a group of cytoquines from the vast family
of the Transforming Growth Factor-beta (TGF-B). They have activity in various tissues and
play an important role in embryonic development, organogenesis, homeostasis and tissue
regeneration.

Among the characteristics that make them one of the most studied growth factors for
clinical application is their strong osteoinductive potential. BMPs have the capacity to
stimulate the differentiation of undifferentiated mesenchymal stem cells into osteoblasts and
chondroblasts as well as stimulating the differentiation of osteoprogenitor cells in osteoblasts,
making them valuable molecules to stimulate the healing of fractures and whenever bone
formation and/or bone healing is desirable.

This paper presents a review of the basic concepts of BMPs and their main functions
in the body with particular emphasis on their role in bone tissue regeneration, action and
regulation mechanisms and potential clinical applications.

It will also be presented a series of cases registered during the traineeship at the
Canis Veterinary Hospital, in Girona, where these agents were used to stimulate bone healing
in several occasions. The results were positive since bone union was reached in all clinical

cases. However the lack of control groups weakens the scientific results.

Keywords: Bone morphogenetic proteins (BMPs); Fracture healing; Growth factors;

Cytoquines.



Abreviaturas e Simbolos

BMP — Proteina morfogénica Ossea

BMPR — Receptor das proteinas morfogénicas dsseas
Co-Smad — Smad co-mediadora

GS — Glicina-serina

[-Smad — Smad inibitoéria

Kg — Quilogramas

LC-DCP - Limited contact dynamic compression plate
LC-LCP — Limited contact locking compression plate
Mm — Milimetros

PMN - Leucético polimorfonuclear

R-Smad — Smad regulada por receptores

rhBMP — Proteina morfogénica 6ssea recombinante humana
Runx2 — Runt-related transcription factor 2

SRD — Sem raca definida

TGF-B — Fator de crescimento transformador beta

TTA — Tibial tuberosity advancement
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1. Introducao

Virios factores de crescimento participam na formagao, homeostasia e cicatrizagdo
Ossea. Os factores chave envolvidos nestas fungdes sdo as proteinas morfogénicas Osseas
(BMPs), o fator de crescimento transformador beta (TGF-B), o fator de crescimento
fibroblastico (FGF), o fator de crescimento derivado das plaquetas (PDGF) e o fator de
crescimento semelhante a insulina (IGF) (Kloen et al., 2003; Westerhuis, 2005).

As BMPs s3o um grupo de citoquinas da vasta familia do fator de crescimento
transformador beta e possuem actividade em varios tecidos, desempenhando um papel
importante no desenvolvimento embrionario, organogénese, homeostasia e regeneragdo
tecidual (Westerhuis, 2005; Bessa et al., 2008a; Sieber et al., 2009).

Dentro das caracteristicas que as tornam um dos factores de crescimento mais
estudados para potencial aplicacdo clinica estd a sua capacidade em estimular a diferenciagdo
de células mesenquimatosas indiferenciadas em osteoblastos e condroblastos e a diferenciacdo
de células osteoprogenitoras em osteoblastos (Schmitt ez al., 1999; Phillips, 2005; Meyer &
Wiesmann, 2006), tornando-as moléculas valiosas para estimular a cicatrizagao de fraturas e

areas onde a formagao e/ou cicatrizacdo Ossea seja desejavel (Westerhuis, 2005).

1.1. Historia

Hé mais de um século que Nicholas Senn descobriu, num dos seus estudos, que 0sso
descalcificado asséptico era o melhor substituto de enxertos dsseos para o restabelecimento de
perdas de tecido 6sseo (Senn, 1889). Nos anos 30, Levander observou pela primeira vez que
extractos de osso bruto induziam a formagdo de tecido 6sseo ectopico apds a sua inje¢do em
musculos (Solheim, 1998; Rengachary, 2002; Bessa et al., 2008a).

A descoberta chave da capacidade da matriz ¢ssea desmineralizada em induzir a
formagdo de osso foi feita por Marshall Urist em 1965. O seu trabalho demonstrou que a
implantacdo de extractos de osso descalcificado no musculo induziam a sua ossificagdo e
descobriu que o composto ativo responsavel pela regeneracdo Ossea eram um misto de
proteinas contidas no extracto, as quais denominou posteriormente de bone morphogenetic
proteins (BMPs, proteinas morfogénicas do osso) (Urist, 1965; Urist & Strates, 1971; Bessa
et al., 2008a; Gruskin et al, 2012). No entanto, a sua pesquisa apresentava algumas

limita¢des, como o facto de ndo haver nenhum ensaio reprodutivel para as proteinas e por ndo
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ter sido determinado, de forma conclusiva, que as proteinas identificadas tinham sido as
responsaveis pela inducdo da formagdo Ossea ectopica (Rengachary, 2002). Estas limitagdes
foram ultrapassadas por Sampath e Reddi que desenvolveram um ensaio altamente
reprodutivel para a formacgao ectopica de tecido dsseo (Sampath & Reddi, 1981; Rengachary,
2002; Bessa et al., 2008a). Estes também demonstraram que quando o componente proteico
era dissociado da matriz esta ndo induzia a formacao de tecido 6sseo, provando assim que era
o conteudo proteico da matriz o responsavel pela formacao ossea ectopica (Sampath & Reddi,
1981; Rengachary, 2002).

Durante as décadas de 80 e 90, varios genes das BMPs foram sequenciados e
clonados e as proteinas produzidas por tecnologia recombinante mostraram ser
biologicamente eficazes (Solheim, 1998; Bessa et al., 2008a).

Seguiram-se muitos estudos sobre a utilizacgdo de BMPs recombinantes (rhBMPs)
para aplicagdes clinicas, como fusdes espinhais, cicatrizacdo de fraturas e engenharia do
tecido dentario (Bessa et al., 2008a).

Atualmente, as BMPs humanas sido produzidas por tecnologia recombinante
(Rengachary, 2002; Bessa et al., 2008a) o que permite a sua produgdo em maiores
quantidades e a sua aplicacdo sem risco de infeccdo ou de reagdo alérgica (Rengachary,
2002).

A introdugdo das rhBMPs no mercado ocorreu apds a Food and Drug Administration
ter aprovado, nos Estados Unidos da América (EUA), dois produtos contendo thBMP-7 e
rhBMP-2, para serem usados com uma esponja de colagénio absorvivel em situagdes de nio-
unido de ossos longos e fusdes espinhais, respectivamente (Rengachary, 2002; McKay et al.,
2007; Bessa et al., 2008a).

Em 2005, Reddi propos a designagdo de BMPs como body morphogenetic proteins

(proteinas morfogénicas corporais) devido as suas agdes extra-dsseas (Reddi, 2005).

1.2. Membros da Familia das BMPs

As fungdes bioldgicas das BMPs relacionam-se sobretudo com a formagdo dssea e
cartilaginosa, no entanto estas possuem diversas agdes extra-0sseas (Reddi, 2005; Xiao et al.,

2007; Bessa et al., 2008a).
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Com base em diversos estudos sao as BMPs -2, -4, -6, -7 ¢ -9 que apresentam um
evidente papel osteoindutor durante a formagdo de tecido 6sseo (Kang ef al., 2004; Bessa et
al., 2008a; Kopf et al., 2012).

As BMPs -12, -13 e -14 sdo consideradas cartilage-derived morphogenetic proteins
(CDMPs, proteinas morfogénicas derivadas da cartilagem), uma vez que estas induzem
apenas fenotipos condrogénicos (Reddi, 1998; Reddi, 2001; Reddi, 2003; Bessa et al., 2008a).

As BMPs -8b, -10, -15, -16, -17 ¢ -18 ndo t€m fungdes conhecidas a nivel désseo ou
cartilagineo, no entanto desempenham papéis importantes noutros tecidos (Bessa et al.,
2008a).

As BMPs -3 e -3b opdem-se a diferenciagdo ventral do embrido ao induzirem a
formagdo, respectivamente, da cauda e da cabeca e sdo possiveis inibidores ou reguladores
negativos da osteogénese, uma vez que diminuem a expressdo de fosfatase alcalina nas
células osseas (Hino et al., 2004; Bessa et al., 2008a).

A BMP-1 ndo ¢ um membro da superfamilia TGF-B (Sakou, 1998; Groeneveld &
Burger, 2000; Kirker-Head, 2000; Reddi, 2001; De Biase & Capanna, 2005; Bessa et al.,
2008a; Kim & Choe, 2011; Lissenberg-Thunnissen et al., 2011), tratando-se de uma
metaloprotease envolvida na clivagem de pro-colagénios e desenvolvimento cartilagineo
(Xiao et al., 2007; Bragdon et al., 2011) e na clivagem do antagonista das BMPs chordin
(Bragdon et al., 2011).

As principais fun¢des das BMPs humanas no organismo estdo sintetizadas na Tabela

1, tendo por base os estudos elaborados por Bessa et al. (2008a) e Bragdon et al. (2011).

Tabela 1: Membros das BMPs em humanos e as suas principais fungdes fisiologicas (Bessa
et al., 2008a; Bragdon et al., 2011).

‘ BMP Principais fungdes fisioldgicas

Proteinas morfogénicas Osseas

BMP-2 Morfogénese Ossea e cartilaginea / formagao
do coragao

BMP-3 / BMP-3b Reguladores negativos da morfogénese 0ssea

BMP-4 Morfogénese Ossea e cartilaginea / formagao
renal

BMP-5 Desenvolvimento dos membros /

morfogénese Ossea e cartilaginea

12



Tabela 1: Membros das BMPs em humanos e as suas principais fungdes fisioldgicas (Bessa et al.,
2008a; Bragdon et al., 2011).

BMP Principais funcées fisiologicas

BMP-6 Hipertrofia cartilaginea / morfogénese dssea /
desenvolvimento do sistema nervoso /
mediador do estrogénio

BMP-7 Morfogénese Ossea e cartilaginea / formagao
renal / formacao ocular / desenvolvimento do
sistema nervoso

BMP-8a Morfogénese dssea / espermatogénese

BMP-9 Morfogénese oOssea / desenvolvimento de
neurénios colinérgicos / metabolismo da
glucose

BMP-11 Padronizagdo do esqueleto axial (Axial
skeleton patterning) / desenvolvimento ocular
/ desenvolvimento pancreatico / formacao
renal

Proteinas  morfogénicas  derivadas da

cartilagem

BMP-12 Desenvolvimento de tenddes e ligamentos /
desenvolvimento de neurdnios sensoriais

BMP-13 Desenvolvimento e hipertrofia cartilaginea

BMP-14 Condrogénese / angiogénese

Outras

BMP-8b Espermatogénese

BMP-10 Morfogénese cardiaca

BMP-15 Desenvolvimento de o6citos e foliculos

BMP-16 Padronizagao embrionaria  (Embryonic
patterning)

BMP-17 / BMP-18

Padronizag¢ao embrionaria
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1.3. Estrutura das BMPs

As BMPs sdo sintetizadas sob a forma de grandes moléculas percursoras e sdo
dissociadas por clivagem proteolitica de modo a formarem a proteina madura (Groeneveld &
Burger, 2000; Bessa et al., 2008a).

A maioria das BMPs maduras consistem em dois mondmeros covalentemente
ligados por uma ponte dissulfidica. As BMPs encontram-se na forma homodimérica quando
os dois monomeros pertencem a mesma BMP (e.g. BMP-2, BMP-3), enquanto que quando os
dois mondmeros sdo derivados de diferentes BMPs estas encontram-se sob a forma
heterodimérica (e.g. BMP-2/5, BMP-4/7) (Guo & Wu, 2012). As BMPs sdo biologicamente
ativas em ambas as formas, no entanto as BMPs na conformag¢do heterodimérica tém uma

maior capacidade de ativacdo da sinalizagdo (Sieber et al., 2009; Guo & Wu, 2012).

1.4. Generalidades do Tecido Osseo

Para compreender o papel que as BMPs desempenham na cicatrizagdo de fraturas ¢é
necessario estar a par da estrutura e fungdo normais do osso, assim como do processo de

cicatrizagdo Ossea.

1.4.1. Células

As células que estdo directamente envolvidas na integridade estrutural do o0sso sdo os
osteoblastos, os ostedcitos ¢ os osteoclastos (Weisbrode, 2007). Os osteoblastos, derivados
das células mesenquimatosas indiferenciadas, sdo células que se dispdem nas superficies
Osseas e sdo responsaveis pela producdo da parte organica da matriz 6ssea (ostedide),
iniciando a mineralizacdo desta Ultima pela deposicdo de hidroxiapatite (Junqueira &
Carneiro, 2004; Weisbrode, 2007). Além disso, iniciam também a reabsor¢do da matriz em
resposta a estimulos fisioldgicos e apds ligagdo com a paratormona (PTH) (Weisbrode, 2007).
Os osteocitos sdo osteoblastos que foram rodeados pela matriz dssea mineralizada. Estes
situam-se em pequenas lacunas no interior da matriz das quais partem canaliculos que
permitem aos ostedcitos comunicar através dos seus prolongamentos citoplasmaticos com
osteoblastos ou outros ostedcitos (Junqueira & Carneiro, 2004; Weisbrode, 2007; Rochefort et

al., 2010). A sua fungdo consiste em detectar alteragdes na carga (forca aplicada ao 0sso) e

14



tensdo (deformacdo estrutural em resposta a carga) do osso e de as sinalizar aos osteoblastos
para que estes iniciem a formacao ou reabsor¢ao de osso (Weisbrode, 2007). Os osteoclastos
derivam das células tronco hematopoiéticas e sdo responsdveis pela reabsorcdo Ossea

(Junqueira & Carneiro, 2004; Weisbrode, 2007).

1.4.2. Histologia

As superficies Osseas internas e externas sdo revestidas por células osteoprogenitoras
e tecido conjuntivo que constituem, respectivamente, o enddsteo e o periosteo (Junqueira &
Carneiro, 2004). A camada superficial do periosteo (stratum fibrosum) contém essencialmente
fibras de colagénio e fibroblastos, enquanto que a sua camada interna (stratum cambium)
contém as células osteoprogenitoras (Liebich & Konig, 2002; Junqueira & Carneiro, 2004).
Estas multiplicam-se por mitose e diferenciam-se em osteoblastos, desempenhando um papel
importante no crescimento do 0sso e na cicatrizagdo de fraturas. O enddsteo € constituido por
células osteoprogenitoras e reveste as cavidades do 0sso esponjoso, o canal medular, os canais
de Havers e os canais de Volkmann. Em suma, as fungdes do periosteo e do endosteo
consistem na nutricdo do tecido 6sseo e fornecimento de células osteoprogenitoras para o
crescimento e cicatrizacdo 6sseas (Junqueira & Carneiro, 2004).

Histologicamente, existem dois tipos de tecido dsseo, o imaturo ou primario € o
maduro, secundério ou lamelar. Estes apresentam a mesma constituicdo celular e os mesmos
constituintes da matriz, no entanto diferem do ponto de vista cronolégico e na sua
organizagdo estrutural.

O tecido primario apresenta fibras de colagénio dispostas sem organizagdo definida,
menor quantidade de minerais € uma maior propor¢do de ostedcitos em relagdo ao tecido
secundario. Além disso, surge primeiro e ¢ de cardcter temporario, sendo substituido
progressivamente por tecido secundario (Junqueira & Carneiro, 2004).

O tecido dsseo secundario apresenta fibras de colagénio organizadas em lamelas que
se dispdem paralelamente umas em relagdo as outras ou em camadas concéntricas em torno de
canais com vasos, formando os sistemas de Havers ou Osteons que constituem a unidade
estrutural bésica deste tipo de tecido 6sseo. Cada sistema de Havers ¢ um cilindro longo de
orientagdo paralela ao eixo longitudinal do osso e com um canal central (canal de Havers). Os
canais de Havers sdo revestidos de endosteo, contém vasos € nervos € comunicam-se entre si

com a cavidade medular e com a superficie externa do osso por meio dos canais de Volkmann
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(Figura 1) (Junqueira & Carneiro, 2004).
O osso que se encontra entre os sistemas de Havers ¢ denominado de lamela
intersticial, enquanto que as camadas de osso orientadas paralelamente as circunferéncias

interna e externa do osso (situadas subjacente ao peridsteo e endosteo) sdo chamadas de

lamelas circunferenciais (Weisbrode, 2007, 2007).

Sistemas de Havers

Vasos ;'é
Sanguineos 3
g '3
Ostedcitos al
Aprisionados Peridsteo
em Lacunas
Lamelas 2 Lamelas Concentricas
riss.  Canais de 8 -on ;)
Intersticiais

Volkimann
Figura 1: Ilustragdo da estrutura do osso secundario/compacto (Adaptado de Weisbrode, 2007).

Quanto a estrutura macroscopica, podemos classificar os 0ssos em compacto, caso
ndo sejam visiveis cavidades, ou esponjoso, que por ser constituido por numerosas trabéculas
entrelagadas permite que se visualizem varias cavidades comunicantes (Junqueira & Carneiro,
2004). O osso compacto do cortex e das regides subcondrais (subjacentes as superficies
articulares) estd organizado em sistemas de Havers. J4 no osso esponjoso, encontrado na
cavidade medular, a orientagdo das trabéculas reflete uma adaptagdo ao stress mecanico a que
0 0sso ¢ sujeito e as lamelas, dentro das trabéculas, apresentam uma disposi¢do paralela a

superficie trabecular, ndo estando por isso organizadas em sistemas de Havers (Weisbrode,
2007).
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1.4.3. Anatomia dos Ossos Longos

Os ossos longos do esqueleto apendicular estdo anatomicamente divididos em
epifises, placas de crescimento metafisarias (fises), metafises e diafises (Weisbrode, 2007).
As extremidades ou epifises sdo formadas por o0sso esponjoso que se encontra
superficialmente revestido por uma fina camada de osso compacto (Liebich & Konig, 2002;
Junqueira & Carneiro, 2004; Weisbrode, 2007). As metafises localizam-se no extremo das
diafises e o seu interior ¢ preenchido por osso esponjoso (Liebich & Konig, 2002). A diafise
constitui a por¢do mais longa do osso e, situada entre as metéafises, ¢ constituida
maioritariamente de osso compacto. Esta apresenta também uma pequena quantidade de osso
esponjoso na sua por¢ao mais profunda, ou seja, em torno da cavidade medular (Junqueira &
Carneiro, 2004). Nos animais em crescimento € a placa de crescimento metafisaria (fise) a

principal responsavel pelo alongamento dos ossos. Quando o crescimento cessa, a placa ¢

totalmente substituida por osso (Weisbrode, 2007).

1.4.4. Formacio Ossea

O tecido 6sseo pode ser formado por um processo de ossificacdo intramembranosa
ou por ossificacdo endocondral. Na ossificagdo intramembranosa ocorre diferenciagdo das
células mesenquimatosas em osteoblastos, produzindo-se diretamente osso, nido estando
envolvidos percursores cartilagineos. A ossificagdo endocondral inicia-se sobre um modelo
cartilaginoso que ¢ posteriormente reabsorvido e substituido por tecido 6sseo (Junqueira &
Carneiro, 2004; Weisbrode, 2007). Em ambos os tipos de ossificagdo, o tecido 6sseo formado
em primeiro lugar ¢ do tipo primario e vai sendo substituido gradualmente por tecido
secundario (Junqueira & Carneiro, 2004). Estes processos vao ser descritos com maior

pormenor na sec¢ao da cicatrizagdo de fraturas.

1.5. Cicatrizacao de Fraturas

A cicatriza¢do 6ssea ¢ um processo Unico porque o resultado final é uma reposi¢do
completa da anatomia e o retorno as fun¢des normais do 0sso, contrariamente aos tecidos
moles cuja cicatrizagdo leva a formagao de tecido cicatricial (Sfeir et al., 2005).

Geralmente, a cicatrizagdo Ossea estd completa entre 6 a 8 semanas apos a lesdo
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inicial (Sfeir et al., 2005).
Esta pode ser dividida em duas categorias: a cicatrizacdo primaria (direta, cortical) e
a secunddria (indireta, espontanea). Ambos 0s processos sdo complexos, uma vez que

envolvem uma cascata de eventos bioldgicos perfeitamente coordenados (Sfeir et al., 2005).

1.5.1. Cicatrizacio Ossea Secundaria

Este ¢ o método mais comum de cicatrizacdo 0ssea e caracteriza-se pela cicatrizagdo
espontanea da fratura na auséncia de imobiliza¢do rigida do foco de fratura (Sfeir et al.,
2005). Esta instabilidade leva a formagdo de um calo previamente a formacao de osso, sendo
a quantidade de calo produzida dependente do grau de estabilidade (Griffon, 2005; Denny &
Butterworth, 2006).

No calo vao-se formar tecidos progressivamente mais resistentes em termos
mecanicos de modo a ultrapassar a instabilidade decorrente da auséncia de imobilizagao
rigida do foco de fratura, ocorrendo assim uma diminui¢do gradual da mobilidade dos
fragmentos 0sseos. Este evento ¢ importante pois a formagao de tecido dsseo s6 pode ocorrer
em ambientes mecanicamente estaveis. O tecido dsseo apresenta uma tolerancia de apenas 2%
a extensdo e de 0,5° a dobragem, ndo havendo possibilidade deste se formar caso as forgas
mecanicas exercidas ultrapassem os seus limites de elasticidade (Autefage, 1997a).

O calo vai entdo ser inicialmente constituido por tecido de granulacdo, que apresenta
uma tolerancia de 100% a extensdo e de 40° a dobragem, ao qual se segue o tecido
cartilagineo, apresentando este uma tolerancia de 10% a extensdo e 5° a dobragem. A
formacao destes tecidos assegura uma estabilidade crescente do foco de fratura até que hajam
condi¢des mecanicas para a formagao de tecido dsseo (Autefage, 1997a).

O organismo dispde ainda de outros mecanismos “estabilizadores” do foco de
fratura, como a contragdo dos musculos adjacentes a zona de fratura e a reabsor¢cdo das
margens de fratura com alargamento dos topos 6sseos (Autefage, 1997a; Griffon, 2005).

A cicatrizagdo 6ssea secundaria pode ser cronologicamente dividida em 3 fases: a
fase inflamatoria; a fase de reparagdo que inclui ossificacdo intramembranosa, condrogénese e
ossificacdo endocondral; e a fase de remodelacdo. Cada uma delas ¢é caracterizada pela
presenga de diferentes caracteristicas celulares e componentes extracelulares da matriz. Estas
fases ocorrem ininterruptamente e sobrepdem-se umas as outras, formando um processo de

cicatrizag¢do continuo (Sfeir et al., 2005).

18



1.5.1.1. Fase Inflamatoria

Uma lesdo que leve a uma fratura dssea lesiona ndo so6 as células, vasos sanguineos e
a matriz Ossea, mas também os tecidos adjacentes, como os musculos e nervos.
Imediatamente apds o trauma, desencadeia-se uma resposta inflamatéria (Figura 2) que atinge
um pico em 48 horas e tem a dura¢do aproximada de uma semana. Esta reac¢do inflamatéria
ajuda a imobilizar a fratura de duas formas: através da dor, que faz com que o animal se
proteja da lesdo; e pela presenca de tumefagcdo que impede hidrostaticamente a fratura de se
mover. No foco de fratura a lesdo do endotélio vascular leva a ativagdo do sistema de
complemento, agregacdo plaquetaria e libertagdo dos fatores de crescimento a partir dos
granulos o, que desencadeiam sinais quimiotaticos. As plaquetas sdo responsaveis pela
cascata de coagulacdo, levando a homeostasia e mediagdo de sinais através da libertacdo de
factores de crescimento quimiotaticos. Os leucocitos polimorfonucleares (PMNs), linfocitos,
monocitos e macrofagos sdo atraidos para a lesdo e sdo estimulados a libertarem citoquinas
que estimulam a angiogénese (Sfeir et al., 2005), fazendo com que em poucas horas esteja
estabelecido um suprimento sanguineo extra-6sseo a zona de fratura proveniente dos tecidos
moles circundantes (Griffon, 2005).

Caracteristicamente, o ambiente inicial do foco de fratura € hipoxico e acidico, o que
favorece a actividade dos PMNs e dos macrofagos. O sangue acumulado durante a
hemorragia vai coagular, dando origem a um hematoma que se vai localizar entre as margens
do foco de fratura, dentro do canal medular e por debaixo do periésteo e musculos
elevados/desinseridos. A sua formagdo serve como um “tampao” hemostatico de modo a
limitar a hemorragia ¢ a tornar-se uma rede de fibrina que providenciard as vias para a
migracgdo celular. O hematoma também ¢ uma fonte de moléculas sinalizadoras que iniciam
eventos celulares essenciais para a cicatrizacdo das fraturas. Todo este processo leva a
formag¢do de um granuloma referido como calo (Sfeir et al., 2005), que apresenta uma
componente externa (derivada do peridsteo) e interna (derivada do endodsteo) (Denny &

Butterworth, 2006).
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Hematoma

Osso

compacto Cavidade
Medular

Figura 2: Fase inflamatéria: A lesdo do endotélio vascular leva a formacdo do hematoma, ao inicio
da cascata do sistema de complemento ¢ a cascata de coagulagdo com a consequente acumulacao de
leucédcitos PMNSs, linfécitos, plaquetas, monocitos, macrofagos, neutrdfilos, osteoclastos e células
indiferenciadas (Adaptado de Sfeir ef al., 2005).

1.5.1.2. Fase de Reparacao

Esta fase inicia-se nos ultimos dias da fase inflamatdria e prolonga-se por varias
semanas. O resultado final desta fase sera a formagao de um calo dentro ¢ em torno do foco
de fratura que sera eventualmente substituido por osso. O papel deste calo ¢ de proporcionar
estabilidade mecanica ao foco de fratura, uma vez que ¢ este que o vai suportar (Sfeir et al.,
2005). A cicatrizagdo secundaria ndo ¢ homogénea ao longo do calo. A ossificagdo
endocondral inicia-se em zonas mecanicamente menos estaveis, ou seja, na parte externa do
periosteo e nas regides imediatamente adjacentes ao foco de fratura. J& a ossificacdo
intramembranosa ocorre na parte interna do periosteo e leva a formagao de um calo duro. A
formag¢ao de uma ponte de calo duro ao longo do foco de fratura providenciara a estabilizagdo
inicial e o retorno a fun¢do biomecanica do osso (Fazzalari, 2011).

Os ostedcitos localizados na margem do foco de fratura acabam por morrer devido a
caréncias nutricionais, podendo este acontecimento ser observado através da presenca de
lacunas vazias que se estendem desde o foco. O periosteo lesado e as células da medula dssea
assim como a de outros tecidos adjacentes podem também morrer e contribuir para o tecido
necrotico (Sfeir et al., 2005).

Enquanto estes tecidos sdo reabsorvidos, existem células mesenquimatosas
indiferenciadas que proliferam e se diferenciam em células como fibroblastos, condroblastos e
osteoblastos (Sfeir ef al., 2005). Estas células t€ém origem na camada profunda do periosteo,
endosteo, medula dssea, tecidos moles adjacentes (Griffon, 2005; Sfeir et al., 2005) ou a

partir de vasos sanguineos (Sfeir et al., 2005).
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Durante esta fase, o calo pode ser constituido por tecido conectivo fibroso, vasos
sanguineos, cartilagem, osso imaturo e ostedide. A medida que a cicatrizagdo progride o pH
torna-se gradualmente neutro e depois ligeiramente alcalino, tornando-se o meio 6ptimo para
a actividade da enzima fosfatase alcalina e para o seu papel na mineralizagdo do calo. A taxa
de cicatrizagdo, assim como a composi¢do do tecido cicatricial, pode variar em fungdo da
localizagdo da fratura no osso, da extensdo de lesdo dos tecidos moles e da estabilidade
mecanica do foco de fratura (Sfeir et al., 2005).

Esta fase foca-se essencialmente na ossificacdo intramembranosa, condrogénese e
ossificacdo endocondral (Sfeir ef al., 2005).

A ossificacdo intramembranosa inicia-se nos primeiros dias apos a fratura e as
atividades proliferativas parecem cessar antes de duas semanas pés fratura. A formacao dssea
nesta zona ocorre por diferenciagdo direta das células precursoras em osteoblastos sem haver
a formacgdo intermediaria de cartilagem. A regido, no calo externo, onde se da este tipo de
ossificacdo ¢ geralmente referida como calo duro (Sfeir et al., 2005).

Simultaneamente a ossificagdo intramembranosa, ocorre também condrogénese na
periferia do calo onde existe uma menor tensdo de oxigénio. Células indiferenciadas ou
mesenquimatosas do peridsteo e tecidos moles adjacentes estdo também presentes no tecido
de granulacdo do foco de fratura. Estas células vdo-se tornando maiores, comegam a
assemelhar-se a cartilagem e iniciam a sintese de uma matriz basofilica avascular semelhante
a encontrada na zona de proliferagdo das placas de crescimento. Esta zona de tecido fibroso e
de cartilagem recém-formada ¢ referida como calo mole. A cartilagem, eventualmente,
acabard por substituir todo o tecido fibroso (Sfeir et al., 2005).

Na segunda semana de cicatrizagdo existe uma abundancia de cartilagem sobre o
foco de fratura e o processo de calcificagdo inicia-se através da ossificacdo endocondral. Este
processo ¢ bastante similar ao observado nas placas de crescimento. Os condrocitos
hipertréficos  inicialmente libertam  proteoglicanos neutros que vao degradar
glicosaminoglicanos, uma vez que niveis elevados deste ultimo inibem a mineralizagdo. Em
seguida, estas mesmas células, e mais tarde os osteoblastos, libertam na matriz vesiculas
derivadas da membrana celular contendo complexos de fosfato de calcio. Estas vesiculas
também contém protéases neutras e enzimas de fosfatase alcalina que degradam a matriz rica
em proteoglicanos e hidrolisam ésteres de fosfato de modo a providenciarem ides de fosfato
para se precipitarem com o calcio, depositando-se estes na matriz extracelular onde vao

iniciar a formag¢ao de depositos minerais. A medida que o processo de ossificagdo prossegue o
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calo calcifica, torna-se mais rigido e o foco de fratura pode ser considerado imobilizado
internamente (Sfeir et al., 2005).

Os Capilares sanguineos provenientes do osso adjacente invadem e calcificam a
cartilagem, aumentando a tensdo de oxigénio. A isto segue-se uma invasdo de osteoblastos
que formam um tecido esponjoso primario consistindo em cartilagem e 0sso imaturo.
Eventualmente, o calo torna-se exclusivamente constituido de osso imaturo e vai conectar as
duas margens da fratura, iniciando-se assim o processo de remodelagao (Sfeir et al., 2005).

As Figuras 3 e 4, apresentadas em seguida, sdo representagdes esquematicas desta

fase.

Revascularizagao

Osso esponjoso
Fibrocartilagem

Figura 3: Fase de reparacao (formacao do calo fibrocartilaginoso): inicia-se a formacao de tecido
fibroso e cartilagineo assim como a revascularizagdo (Adaptado de Sfeir et al., 2005).

Calo 0sseo

Figura 4: Fase de reparacao (formacao do calo 6sseo): processos de ossificagdo intramembranosa e
endocondral estdo a decorrer de modo a haver deposicdo de osso imaturo (Adaptado de Sfeir et al.,
2005).
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1.5.1.3. Fase de Remodelacio

Esta é a fase final da cicatrizagdo dssea ¢ inicia-se com a substituicdo do 0sso
imaturo por osso lamelar e com a reabsor¢cdo do calo em excesso (Figura 5) (Sfeir et al.,
2005). A remodelagdo, apos a substituicao de todo o osso imaturo, consiste na reabsor¢ao
pelos osteoclastos de trabéculas mal localizadas e pela formagao de osso ao longo de linhas de
stress (Sfeir et al., 2005). O resultado desta fase ¢ uma modificagdo gradual da zona fraturada
sob a influéncia de cargas mecanicas até se atingir uma estabilidade 6tima, sendo a arquitetura
do coértex similar aquela que possuia antes de ocorrer a fratura (Sfeir er al., 2005). A
remodelagdo do calo interno permite o restabelecimento de uma cavidade medular continua

na diafise 6ssea (Griffon, 2005).

Figura 5: Fase de remodelagao: Substituicdo de osso ndo lamelar por osso lamelar e reabsor¢do do
excesso de calo. A modificagdo gradual da zona de fratura leva a reposi¢do da arquitetura dssea
normal (Adaptado de Sfeir et al., 2005).

1.5.2. Cicatrizacdo Ossea Primaria

Este tipo de cicatrizagdo requer estabilizacdo rigida com ou sem compressao das
margens de fratura. Esta imobilizagdo rigida, ao contrario da cicatrizacdo 6ssea secundaria,
suprime a formagdo de um calo tanto em osso cortical como esponjoso (Sfeir et al., 2005),
uma vez que parece haver uma supressdo dos sinais bioldgicos que atraem células
osteoprogenitoras responsaveis, em parte, pela formag¢do do calo desde os tecidos moles
adjacentes (Griffon, 2005). Este tipo de cicatrizacdo 6ssea ¢ raro uma vez que a maioria das
fraturas ndo sdo tratadas ou entdo sdo tratadas através de métodos que permitem algum grau
de movimento como ¢ o caso de bandagens, fixacdo externa ou fixagdo intramedular. Apesar
desta cicatrizacdo ja ter sido considerada como um objetivo a atingir na resolu¢do de fraturas

parece ndo haver vantagens relativamente a cicatrizacdo secundaria (Sfeir et al., 2005).
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Na pratica existem pontos de contacto separados por zonas onde os fragmentos se
encontram separados por pequenas lacunas, uma vez que ¢ impossivel atingir congruéncia
total das margens 6sseas (Griffon, 2005). Como tal, este tipo de cicatrizagdao pode ser dividido
em cicatriza¢do por lacunas e cicatrizagdo por contacto, sendo ambos capazes de atingir a
unido 6ssea sem a formacao de calo externo, tecido fibroso ou cartilagineo (Sfeir et al., 2005).
Na cicatrizagdo por contacto a formagdo Ossea ¢ a remodelagdo ocorrem em simultineo

enquanto que na cicatrizagdo por lacunas estas etapas sdo sequenciais (Sfeir et al., 2005).

1.5.2.1. Cicatrizacao por Lacunas

Este tipo de cicatrizagdo da-se entre margens dsseas separadas a menos de 800 um a
Imm e com uma tensdo interfragmentaria inferior a 2% (Griffon, 2005). Esta ocorre em duas
fases e inicia-se com o preenchimento 6sseo ao qual se segue a remodelacio (Sfeir et al.,
2005). Na primeira fase a largura do espago ¢ preenchida através de formacao direta de tecido
6sseo. Inicialmente, ¢ depositada uma matriz de osso imaturo, seguindo-se a formagao de osso
lamelar como suporte. Nesta fase o osso recém formado esta orientado transversalmente em
relacdo ao osso lamelar original, ndo existindo tecido conectivo ou fibrocartilagem no espago
precedendo a formacdo de osso (Sfeir et al, 2005). Na segunda fase, que ocorre 3 a 8
semanas depois (Griffon, 2005), uma remodelacdo longitudinal dos canais de Havers
reconstroi as margens necréticas do foco de fratura, assim como do osso recém formado de
modo a que a zona fraturada seja substituida por sistemas de Havers de orientacdo original
(Sfeir et al., 2005). O resultado final € o retorno da estrutura dssea ao que era antes da lesdo

(Sfeir et al., 2005).

1.5.2.2. Cicatrizac¢ao por Contacto

Contrariamente a cicatrizacdo por lacunas, a cicatrizagdo por contacto ocorre quando
os fragmentos 6sseos estdo em contacto direto ou quando a distancia entre os topos 0sseos €
inferior a 0,0lmm e a tensdo interfragmentaria ¢ inferior a 2% (Griffon, 2005), permitindo
assim aos sistemas de Havers crescer ao longo do foco de fratura, paralelamente ao eixo axial,
sem serem precedidos pela formagdo de osso transverso ao eixo axial entre as margens de
fratura (Sfeir et al., 2005). Nestas condic¢des, os osteoclastos, localizados nas extremidades

dos sistemas de Havers mais proximos a fratura, iniciam uma resposta de reabsor¢ao em tunel
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e formam cones penetrantes que atravessam a linha de fratura (Sfeir et al., 2005). A parte
posterior destes cones ¢ formada por osteoblastos que possibilitam a ocorréncia simultinea de
unido dssea e remodelacdo haversiana (Griffon, 2005). A cavidade que se forma com esta
reabsorcdo permite a penetracdo de capilares e eventualmente o estabelecimento de novos
sistemas de Havers. Estes vasos sanguineos sdo acompanhados de células endoteliais e
osteoprogenitoras que levam a producdo de sistemas de Havers ao longo da fratura. Este tipo
de cicatrizacdo também podera levar a um restauro da arquitetura 6ssea normal (Sfeir et al.,
2005).

A figura 6 apresenta uma representagdo esquematica dos processos de cicatrizagdo

Ossea primarios.

Lt

T

Figura 6: Cicatrizacdo 6ssea primaria apos estabilizacdo rigida do foco de fratura: No cortex
subjacente & placa ocorre cicatrizacdo por contacto através de remodelacdo direta dos sistemas de
Haver. No cortex oposto a placa existe uma pequena lacuna entre os topos 6sseos que cicatrizard em
duas fases: deposicdo de osso imaturo com orientagdo perpendicular ao eixo axial do 0sso; e
substituicdo do osso imaturo por sistemas de Havers com orientacdo original, ou seja, paralelos ao
eixo axial do osso, através dos cortes penetrantes formados pelos osteoclastos (Adaptado de Griffon,
2005).

1.5.3. Conclusao

A biologia da cicatrizagdo 6ssea ¢ um processo complexo que culmina com a
regeneracdo da arquitetura 6ssea normal. A cicatrizagdo Ossea primaria ocorre quando existe
estabilizacdo rigida do foco de fratura e quando ¢ inibida a formagado de calo. A cicatrizagdo

por contacto e a cicatrizagdo de lacunas sdo ambas consideradas processos de cicatrizagao
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primarios. Ja a cicatrizagdo secundaria ocorre quando ndo existe estabilizagdo rigida do foco
de fratura levando ao desenvolvimento de um calo. Este processo ¢ um pouco mais complexo

e consiste nas fases inflamatoéria, de reparacao e de remodelagdo

1.6. Expressao de BMPs durante a Cicatrizacao de Fraturas

Tal como foi descrito anteriormente, o processo de cicatrizacdo de fraturas pode ser
dividido em trés fases distintas: inflamagdo, reparacdo e remodelacdo. Durante estas fases
ocorrem interagdes entre células diferentes através de fatores de crescimento, citoquinas,
receptores e moléculas de sinaliza¢cdo intermedidrias.

Dentro dos fatores de crescimento e proteinas da matriz mais estudadas encontram-
se: o fator de crescimento transformador-beta (TGF-); fatores de crescimento fibroblasticos
(FGFs); fatores de crescimento derivados das plaquetas (PDGFs); fatores de crescimento
semelhantes a insulina (IGFs); proteinas morfogénicas oOsseas (BMPs); osteonectina,
osteocalcina, osteopontina e fibronectina; receptores das proteinas morfogénicas Osseas
(BMPRs); Smads; interleucina 1 (IL-1) e interleucina 6 (IL-6); fator estimulante de colonias
de granuldcitos-macréfagos (GM-CSF); fator estimulante de coldnias de macréfagos (M-

CSF); e varios isotopos de colagénio (Sfeir ef al., 2005).

1.6.1. Funcoées e Expressio das BMPs durante a Cicatrizacao de

Fraturas

Durante a cicatriza¢do dssea as BMPs sdo produzidas por células mesenquimatosas,
condrocitos e osteoblastos. As Diferentes BMPs interagem entre si € com outros membros da
familia TGF-B de forma cooperativa ou independente de modo a desencadearem uma cascata
de eventos que promova a formacdo de cartilagem e osso (Al-Alg, 2008). Os processos
estimulados pelas BMPs incluem quimiotaxia, proliferagdo e diferenciacdo de células
mesenquimatosas, angiogénese e sintese de matriz extracelular (Sakou, 1998; Reddi, 2001;
Al-Alqg, 2008).

Com base em diversos estudos sdo as BMPs -2, -4, -6, -7 ¢ -9 que apresentam um
evidente papel osteoindutor durante a formagdo de tecido 6sseo (Chen ef al., 2003; Kang et

al., 2004; Bessa et al., 2008a; Kopf et al., 2012).
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Um estudo realizado por Cho et al. (2002) teve como objetivo examinar a expressao
temporal de algumas BMPs durante a cicatrizacao de fraturas. A BMP-2 foi expressa desde o
dia 1 com expressdo maxima ao fim das primeiras 24 horas, registando um segundo aumento
mais tardio durante o pico da osteogénese. Esta parece ser induzida com grande intensidade
imediatamente apds as fraturas, isto ¢, durante o periodo de recrutamento de células
mesenquimatosas indiferenciadas ao foco de fratura e na fase inicial da condrogénese. Neste
contexto, ¢ possivel especular que a BMP-2 pode servir de indutor da cascata de cicatrizagdo
e de regulador da expressao de outras BMPs envolvidas no processo de cicatrizagdo dssea.

Esta hipotese ¢ suportada por outros estudos, entre os quais o realizado por Tsuji et
al. (2006). Neste estudo foram criadas fraturas em ratos incapazes de produzirem BMP-2 nos
0ssos constituintes dos membros de forma a avaliar o processo de cicatrizagdo 6ssea a nivel
celular e molecular. Na auséncia de BMP-2 as fases iniciais do processo de cicatriza¢do ndo
ocorriam, permanecendo indiferenciadas as células mesenquimatosas no foco de fratura. Estas
células apresentavam niveis elevados de receptores de BMPs, o que indicava que tinham
potencial para se diferenciarem mas faltava-lhes o estimulo adequado para tal. Embora na fase
inicial do processo existissem niveis normais das BMPs -4 e -7, possuidoras de um potente
papel osteogénico, o organismo ndo conseguia compensar a falta de BMP-2. Com o decorrer
do processo de cicatrizagdo também ndo havia uma producdo continua das BMPs -4 ¢ -7
devido a ndo diferenciagdo das células mesenquimatosas em osteoblastos ou condrocitos. Este
estudo permitiu identificar a BMP-2 como um componente essencial para o processo de
cicatrizagdo 6ssea. Um outro estudo in vitro levado a cabo por Edgar et al. (2007) demonstrou
que a BMP-2 ¢ um mediador inicial da diferenciacdo de células mesenquimatosas em
osteoblastos e que controla a sua propria expressao assim como a de outras BMPs.

Ainda no estudo de Cho et al. (2002) as BMPs -3, -4, -7 e -8 tiveram uma expressao
restrita ao periodo de maior atividade osteogénica, nomeadamente entre os dias 14 e 21.

A expressao elevada de BMP-3 durante este periodo vai ao encontro do que se pensa
ser a sua funcdo, principalmente no seu papel regulador das BMPs osteogénicas (Bahamonde
& Lyons, 2001; Cho et al., 2002).

O padrao de expressdo das BMPs -7 e -8 foi consistente com as atividades de
desenvolvimento que lhes sdo atribuidas, uma vez que foram expressas na fase osteogénica da
cicatrizagdo 6ssea quando a formacdo de osso ¢ maxima e a reabsor¢cdo da cartilagem
calcificada esta a decorrer, promovendo nesta fase o recrutamento de células da linhagem

osteoblastica.
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As BMPs -3b, -5 e -6 foram expressas continuamente desde o dia 3 e permaneceram
elevadas durante todo o periodo de cicatrizagdo. A BMP-3b apresentou um aumento da
expressdo durante os dias 7 e 21, o que sugere um papel regulador da condrogénese e da
ossifica¢do intramembranosa.

As BMPs -5 e -6 foram expressas de forma continua, sugerindo a sua participagdo
como agonistas ou antagonistas de outras BMPs de expressao temporal mais restrita em varias
funcdes fisioldgicas durante o processo de cicatrizacdo dssea. Estas parecem estar envolvidas
na regulagdo da condensacdo das células mesenquimatosas, progressdo da ossificagdo
endocondral e estimulacdo da maturagao dos condrocitos.

A BMP-9 apesar de possuir uma actividade osteogénica elevada (Kang et al., 2004;
Bessa et al., 2008a; Lauzon et al., 2012) necessita de uma maior investigacdo, uma vez que
continua desconhecido o seu surgimento durante a cicatrizagdo de fraturas (Lauzon et al.,
2012). Num estudo recente, descobriu-se que esta BMP estd presente nas plaquetas e ¢
libertada apds ativagdo das mesmas (Osada et al., 2012). Uma vez que a desgranulagdo
plaquetaria ocorre durante as primeiras fases da ossificacdo através da formacdo do
hematoma, ¢ possivel que esta proteina seja parte constituinte do complexo inicial de

citoquinas que estimulam o processo de cicatrizagdo (Lauzon ef al., 2012).

1.7. Vias de Sinalizacao das BMPs

As BMPs possuem efeitos precisos na proliferacdo e diferenciacdo celular que se
iniciam com a ligag¢do destas a dois receptores do tipo cinases de serina-treonina presentes na
superficie celular, nomeadamente a um receptor tipo I (TBRI) e a outro tipo II (TPRII) (ten
Dijke et al., 1996; Kretzschmar & Massagué, 1998; Miyazono, 1999; Massagué¢ & Gomis,
2006; Sieber et al., 2009; Miyazono et al., 2010; Ehrlich ef al., 2011; Heining et al., 2011,
Chen et al., 2012; Huang & Chen, 2012; Kopf et al., 2012), desencadeando-se vias de
sinalizacdo intracelulares especificas que ativam e influenciam a transcricdo de genes (Bessa
et al., 2008a; Guo & Wu, 2012).

Ambos os receptores sdo necessarios para a transducdo dos sinais das BMPs (ten
Dijke et al., 1996; Miyazono, 1999; Miyazono et al., 2005; Bessa et al., 2008a; Sieber et al.,
2009; Miyazono et al., 2010), encontrando-se presentemente descritos trés receptores tipo I
(ActR-TA (Alk-2), BMPR-IA (Alk-3) e BMPR-IB (Alk-6)) e trés receptores tipo II (BMPR-II,
ActR-IIA e ActR-1IB) (Nohe et al., 2004; Wu et al., 2007; Guo & Wu, 2012).
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Os receptores tipo II encontram-se constitutivamente ativos, enquanto que o0s
receptores tipo I sdo ativados através da transfosforilagdo dos seus dominios ricos em glicina-
serina (GS) pelos receptores tipo II. Apds a ativacdo, os receptores tipo I vao desencadear
varios mecanismos de sinalizacdo intracelular. A especificidade dos sinais intracelulares ¢
entdo maioritariamente determinada pelos receptores tipo I, uma vez que estes atuam como
um componente subsequente dos receptores tipo II (Miyazono et al., 2005; Miyazono et al.,
2010).

Na superficie celular os receptores podem apresentar-se sob a forma de complexos
heteroméricos, ou seja, complexos preformados de receptores tipo I e II ou sob a forma
homomérica, em que a ligacdao do ligando (BMP) se faz preferencialmente ao receptor tipo I
(maior afinidade), ao qual se junta no seguimento do processo um receptor tipo II e se forma
um complexo heteromérico (Nohe et al., 2004; Wu et al., 2007; Sieber et al., 2009).

As BMPs tendem-se a ligar com maior afinidade aos complexos heteroméricos
preformados (ten Dijke et al., 1996; Massagué, 1998; Kloen et al., 2003), desencadeando-se a
via de sinalizacdo das proteinas Smad (Kloen et al., 2003).

No entanto, a interacdo dos ligandos com os receptores pode induzir vias de
sinalizacdo alternativas as Smads. A titulo de exemplo temos a BMP-2 que caso se ligue a
complexos preformados de receptores heteroméricos induz a via de sinalizagdo Smad,
enquanto que a sua ligacdo a receptores homoméricos com a subsequente formacdo de
complexos heteroméricos resulta na ativacdo da via MAPK (Mitogen-activated protein
kinase) (Wu et al., 2007; Bessa et al., 2008a; Zeng et al., 2010).

Estas diferentes combinagdes dos ligandos com os receptores tipo I e II sdo a chave
para se desencadearem sinais distintos e especificos que resultardo em diferentes efeitos a
nivel celular, uma vez que para a familia das BMPs sdo conhecidos mais ligandos que
receptores (Bessa ef al.,2008a).

Nesta dissertacdo sera apenas descrita a principal via de sinalizacdo das BMPs, a via

Smad.

1.7.1. Sinaliza¢ao pela Via Smad

As proteinas Smad sdo os principais transdutores dos sinais dos receptores de serina-

treonina (Miyazono et al., 2005; Bessa et al., 2008a; Miyazono et al., 2010).
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Estas podem ser classificadas em trés classes: R-Smads (Smads reguladas por
receptores), Co-Smads (Smads co-mediadoras) e I-Smads (Smads inibitoérias). As Smads 1, 2,
3, 5 e 8 constituem as R-Smads, embora as tnicas ativadas pelos receptores tipo I das BMPs
sejam as Smads 1, 5 e 8. A Smad4 ¢ a inica Co-Smad conhecida e as Smads 6 e 7 constituem
as [-Smads (Kretzschmar & Massagué, 1998; Miyazono, 1999; Nohe et al., 2004; Miyazono
et al., 2005; Sieber et al., 2009; Miyazono et al., 2010; Zeng et al., 2010).

Apoés a ativagdo, os receptores tipo I fosforilam as R-Smads que por sua vez se
libertam dos receptores (Miyazono, 1999; Nohe et al., 2004; Miyazono et al., 2005;
Miyazono et al., 2010; Zeng et al., 2010; Chen et al., 2012). Duas R-Smads fosforiladas
formam um complexo heterotrimérico com uma Co-Smad (Bessa et al., 2008a), sendo o
complexo translocado para o ntcleo onde vai modular a transcri¢do de genes em cooperagao
com fatores de transcricdo e com co-ativadores ou co-repressores de transcricdo (Figura 7)
(Miyazono et al., 2005; Bessa et al., 2008a; Miyazono et al., 2010; Zeng et al., 2010). Um
exemplo de um fator de transcri¢do envolvido ¢ o Runx2 (Runt-related transcription factor 2)
que participa juntamente com as Smads na transcricdo de genes essenciais para a formacao
Ossea e diferenciacdo das células em osteoblastos (Harada & Rodan, 2003; Miyazono et al.,
2010; Nishimura et al., 2012;).

A regulacdo negativa da transdu¢do de sinais Smad induzidos pelas BMPs a nivel
intracelular ¢ modulada pelas I-Smads. Estas atuam através da ligagdo a receptores do tipo I
ativados, prevenindo assim a interagdo destes com as R-Smads. As [-Smads atuam também
através da interagdo com R-Smads ativadas pelos receptores, prevenindo a formagdo de
complexos entre estas e as Co-Smads (Miyazono, 1999; Derynck & Zhang, 2003; Nohe et al.,
2004; Miyazono et al., 2005; Miyazono et al., 2010; Zeng et al., 2010;). A Smad 6 inibe
preferencialmente a sinalizagdo das BMPs, enquanto que a Smad 7 ndo ¢ especifica para estas
(Nohe et al., 2004; Miyazono et al., 2005; Miyazono et al., 2010; Zeng et al., 2010).

Existem ainda vdrias outras moléculas que participam na regulagdo intracelular das
BMPs e, apesar de atuarem de formas diferentes, tém todas o objetivo comum de limitar a
atividade ou expressdo das BMPs (Giannoudis et al., 2007).

A nivel extracelular existem também antagonistas das BMPs que atuam de modo a
regular a sua sinalizagdo. Estes antagonistas sao moléculas extracelulares que se ligam as
BMPs e impedem a sua interagdo com os receptores (Nohe et al., 2004; Rosen, 2006; Bessa et

al., 2008a; Sieber et al., 2009; Zeng et al., 2010).
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Figura 7: Sinalizagao pela via Smad: Na superficie celular os ligandos ligam-se preferencialmente a
um complexo heteromérico preformado de receptores do tipo cinases de serina-treonina (tipo I e II),
induzindo a fosforilagdo (P) do dominio GS do receptor tipo I pelo receptor tipo II; Os receptores tipo
I apés ativagdo fosforilam R-Smads que por sua vez se associam a uma Co-Smad de modo a formarem
um complexo que se translocard para o nucleo. No nucleo o complexo associa-se a fatores de
transcricdo (X), como € o caso do Runx2, e a co-ativadores ou co-repressores de transcri¢do (Derynck
& Zhang, 2003).

1.8. Aplicac¢des Clinicas das BMPs

Para que a cicatrizagdo Ossea ocorra com sucesso ¢ necessario que haja estabilidade
mecanica € um microambiente bioloégico favoravel no foco de fratura (Virk & Lieberman,
2012). Este ¢ um processo complexo e bem orquestrado que ocorre ininterruptamente, no
entanto existem situagdes clinicas que podem beneficiar da utilizagdo de agentes
potenciadores deste processo (Argintar et al., 2011).

O enxerto 0sseo autdlogo colhido da crista iliaca ¢ atualmente o gold standard para o
tratamento da maioria das situacdes em que € necessaria regeneragdo 0ssea, uma vez que
possui caracteristicas osteoindutoras, osteocondutoras e osteogénicas (Giannoudis et al.,
2005; Nauth et al., 2011;). No entanto, este apresenta uma série de limitagdes nas quais se
incluem a morbilidade de uma segunda incisdo, a quantidade limitada de enxerto que se pode
obter e as possiveis complicagdes associadas com a colheita, nomeadamente infecgdo,
hematoma, lesdo neurologica e fratura. Para além disto, este apresenta também uma taxa de

insucesso significativa em defeitos dsseos extensos (Nauth et al., 2011). Em resposta a estas
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limitacdes e face a crescente frequéncia com que se realizam procedimentos de colheita dssea
com fins regenerativos, foram realizadas extensas pesquisas baseadas na aplicacao terapéutica
de fatores de crescimento como alternativa ao enxerto 6sseo (Nauth et al., 2011).

Dentro das vantagens decorrentes da utilizacdo de factores de crescimento em
detrimento do enxerto 0sseo encontram-se a auséncia de morbilidade, complicagdes e tempo
cirurgico associados com a recolha do mesmo. Outra das vantagens advém do facto da
tecnologia recombinante permitir a producdo dos fatores de crescimento em larga escala,
eliminando assim os potenciais problemas com a quantidade limitada de enxerto dsseo que se
pode obter (Nauth ef al., 2011).

As BMPs sdo um destes agentes alternativos e atualmente sdo dos fatores de
crescimento mais estudados em cirurgia ortopédica (Axelrad et al., 2007).

Estas possuem fortes propriedades osteoindutoras (Fitch et al., 1997; Giannoudis et
al., 2005; Bessa et al., 2008a) e sdo administradas ao paciente num implante (e.g. esponja
absorvivel de colagénio) que tem como principal objetivo reter as BMPs no local de lesdo
durante um periodo prolongado de tempo, providenciando assim um suporte inicial para a

adesdo celular e consequente formacao de tecido regenerativo (Bessa et al., 2008b).

1.8.1. Aplicac¢oes em Medicina Humana

Nesta area o destaque vai para as BMPs recombinantes -2 e -7 (Virk & Lieberman,
2012), uma vez que sdo as unicas proteinas da sua familia comercialmente disponiveis para
uso clinico (Argintar et al., 2011; Nauth et al., 2011).

No entanto, estas BMPs apresentam um leque limitado de indicagdes para as quais
estdo aprovadas. De forma sucinta, a thBMP-2 esta aprovada como alternativa ao enxerto
6sseo autdlogo em certos tipos de cirurgia espinhal, tratamento de fraturas abertas da diafise
tibial, estabilizadas com pino intramedular num prazo de 14 dias apds a ocorréncia do trauma,
e certos procedimentos maxilofaciais. A thBMP-7 recebeu aprovagao como alternativa ao
enxerto 0sseo autdlogo em determinados procedimentos espinhais e para o tratamento de nao-
unides refractarias de ossos longos em que o uso de enxerto 6sseo esteja desaconselhado e os
tratamentos alternativos tenham fracassado (Harvard Pilgrim Health Care, 2007).

Ambas as thBMPs tém também sido aplicadas de forma “off label” em diversas
situacdes, nomeadamente para o tratamento de fraturas agudas, defeitos Osseos, unides

retardadas e ndo unides (Schmidmaier et al., 2007).
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Os resultados obtidos nos estudos, que reportam a utilizacdio de thBMP-2 e -7 em
situagdes clinicas especificas, demonstraram de uma forma geral que estas BMPs tém uma
accdo comparavel ou superior a do enxerto 6sseo (Bishop & Einhorn, 2007). Todavia, estes
resultados ficaram a quem das espectativas, uma vez que ndo se verificaram as mesmas
respostas robustas e impressionantes como as que se obtiveram em modelos animais apds a
aplicagdo de rhBMPs (Westerhuis et al., 2005; Bishop & Einhorn, 2007; Gautschi et al.,
2007).

Virias sdo as hipoteses que podem explicar esta disparidade de resultados obtidos: o
facto do turnover 6sseo, assim como o recrutamento de células osteogénicas, ser diferente
entre roedores, pequenos animais (cdes) e mamiferos superiores (primatas ndo humanos e
humanos); a dosagem pode ainda ndo estar optimizada, uma vez que as doses atualmente
utilizadas sdo supra-fisioldgicas; cada fratura ou ndo unido sdo potencialmente diferentes pelo
que a populagdo celular local pode variar, podendo este facto ter impacto na dosagem e no
resultado; e o facto dos humanos apresentarem uma expressao elevada de antagonistas das
BMPs nos locais de fratura ou de ndo unides, ou das quantidades supra-fisiologicas de BMPs
administradas estimularem a produgdo excessiva de antagonistas através do normal
mecanismo de feedback negativo. Para além do mais, ainda se desconhece qual a BMP ideal
para induzir a regeneragdo Ossea em fraturas e ndo-unides e se o ideal seria a utilizacdo de
uma combina¢ao de varias BMPs (Westerhuis et al., 2005).

Existem assim demasiadas variaveis que podem potencialmente influenciar o
resultado final (De Biase & Capanna, 2005), sendo necessario continuar a investigar novos
métodos que permitam aumentar a capacidade de resposta do organismo as BMPs (Bishop &

Einhorn, 2007).

1.8.2. Aplica¢does em Medicina Veterinaria

Em medicina veterindria ja existem varios estudos que reportam a utilizagdo de
rhBMPs em diversas situagdes clinicas. Uma vez que esta dissertacdo esta inserida no
contexto dos pequenos animais sera dada especial atencdo a estudos realizados no c@o e no
gato.

Em seguida serdo apresentados breves resumos de estudos que foram publicados em

alguns dos principais jornais de medicina veterindria:
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Schmoekel et al. (2005) reportaram a aplicagdo de rhBMP-2 nao glicosilada numa
matriz de fibrina para o tratamento de 11 ndo unides-0Osseas, 1 defeito Osseo resultante de uma
osteotomia corretiva, 21 panartrodeses carpais, 4 artrodeses parciais do tarso e 4 artrodeses
totais do tarso em cdes e gatos. Os resultados obtidos foram positivos pois a unido Ossea
ocorreu sem problemas em 37 casos (90%). De entre as complicac¢des reportadas, houve uma
artrodese pancarpal e uma nao unido tibial que necessitaram de uma segunda aplicacdo do
composto para se atingir unido 6ssea; um caso de ndo unido metacarpica deixou de ter
seguimento as 7 semanas, altura em que ainda ndo evidenciava unido dssea; num caso de
artrodese pancarpal a placa foi removida devido a suspeita de infeccdo, tendo sido a
articulacdo estabilizada apenas com uma bandagem; uma artrodese parcial ndo cicatrizou pelo
que na cirurgia de revisdo foi aplicado um enxerto esponjoso autélogo que levou a unido
6ssea; e uma nao unido femoral infectada ndo apresentou sinais de unido apos duas aplicacdes
do composto, no entanto este animal havia sido previamente submetido a 4 cirurgias de
revisdo com colocacdo de novos implantes e aplicagdo de enxerto oOsseo autdlogo. Na
perspetiva dos autores, este composto pode substituir com sucesso o enxerto dsseo autdlogo
em caes e gatos.

Arnault et al. (2011) reportaram o tratamento de uma fratura distal de radio e ulna
altamente cominutiva causada por arma de fogo num gato através de redugdo fechada e
montagem de um fixador externo circular. As 28 semanas apos a intervengdo cirargica foi
diagnosticada uma ndo unido 6ssea, tendo sido realizada uma cirurgia para a aplicagdo de
rhBMP-2 numa matriz absorvivel de colagénio. Os resultados obtidos foram positivos, uma
vez que 8 semanas apés a aplicacdo da rhBMP-2 (36 semanas apos a primeira intervencao)
era evidente uma boa progressao da cicatrizacdo dssea nas radiografias. Nesta fase foi notada
instabilidade do fixador externo, procedendo-se assim a sua remocgao e aplicagdo de uma tala
a ser trocada semanalmente até o processo de cicatrizagdo ter terminado. A unido Ossea foi
atingida 44 semanas ap0s a primeira intervengdo. Segundo os autores, a aplicacdo de rhBMP-
2 numa matriz de colagénio ¢ uma opc¢ao viavel para o tratamento de nao unides em gatos,
referindo também que sdo necessarios mais estudos para avaliar este tipo de produtos.

Bernard et al. (2008) apresentaram o caso de um cdo com osteopénia extrema do
radio secundaria a diversas intervengdes cirurgicas realizadas aos longo de varios meses,
tendo este sido tratado com enxerto dsseo autdlogo a fim de se aumentar o volume radial.
Pelo facto deste tratamento ter fracassado optou-se pela aplicacio de rhBMP-2 numa matriz

de colagénio absorvivel. Os resultados foram positivos pois dois meses apds a aplicacdo da
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rthBMP-2 confirmou-se radiograficamente a mineralizagdo dssea. As radiografias realizadas
posteriormente revelaram uma completa remodelagdo Ossea. Para os autores, os resultados
sugerem que a thBMP-2 ¢ um agente a ter em conta no maneio de fraturas osteopordticas em
racas toy e miniatura, no entanto sdo necessarios mais estudos para confirmarem estes
resultados e para determinarem qual a dose ideal de thBMP a aplicar e qual o implante ideal
para administrar a rhBMP.

Milovancev et al. (2007) reportaram a aplicagdo de rhBMP-2 numa matriz de fosfato
de célcio para os tratamentos de uma ndo unido de uma fratura altamente cominutiva da
diafise femoral, unido retardada de uma osteotomia corretiva do radio ¢ uma nao unido de
uma fratura cominutiva espiralada do umero, assim como a aplicacdo de rhBMP-2 numa
matriz de colagénio absorvivel para o tratamento de uma artrodese total do tarso falhada, que
teve de ser repetida e que cursava com uma fratura do terceiro osso metatarsiano. Os
resultados obtidos foram positivos, uma vez que todos os animais atingiram unido Ossea.
Dentro das complicagdes decorrentes da aplicagdo de thBMP-2 constam a mineralizagao
ortotdpica e heterotdpica excessivas nos 4 casos e agravamento transitorio da claudicacdo
com duracdo aproximada de duas semanas em 2 casos. Os autores, com base nestes casos,
concluiram que a administragdo de thBMP-2 ¢ um método eficaz para o tratamento de unides
retardadas e ndo unides.

Schmokel et al. (2004) reportaram a utilizagdo de thBMP-2 nio glicosilada aplicada
numa matriz de fibrina no tratamento de nao unides 6sseas em 5 caes e 3 gatos. Com excegao
de dois casos, onde apenas se aplicou o agente osteoindutor, o tratamento consistiu também
em revisdo cirargica da zona de fratura. Os resultados foram positivos, uma vez que em 7
casos foi atingida unido 6ssea, tendo apenas um animal requerido uma cirurgia de revisao e
uma nova aplicacdo de rhBMP-2 ndo glicosilada por ter sofrido novo trauma na zona
afectada. Um dos gatos que apresentava uma nao unido atréfica metatarsiana nao apresentou
sinais de regenera¢do Ossea nas 7 primeiras semanas € o seguimento do animal perdeu-se,
pois o proprietdrio recusou realizar mais tratamentos. Para os autores, este estudo mostrou um
efeito benéfico na aplicagdo de hBMP-2 nao glicosilada no tratamento de ndo unides no cao
e no gato.

Boudrieau et al. (2004) reportaram o tratamento de uma cadela com severa ma
oclusio mandibular secunddria a wuma intervengdo realizada para excisdo, por
hemimandibulectomia parcial, de um carcinoma das células escamosas na mandibula

esquerda. A reconstru¢do mandibular foi estabilizada com uma mini placa e uma placa de
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reconstru¢do mandibular no lado direito, € com uma mini placa e uma placa de reconstrugao
mandibular bloqueada no lado esquerdo. Esta intervencdo deixou, no entanto, um defeito
6sseo com 1,5 cm de comprimento no ramo horizontal direito, enquanto que na mandibula
esquerda gerou-se um defeito com 7 cm. Ambos os defeitos foram preenchidos com rhBMP-2
administrada numa matriz combinada de colagénio e fosfato tricalcico. Devido a extensdo do
defeito mandibular esquerdo e de modo a proteger o agente osteoindutor durante o periodo
pos-operatorio inicial, foi colocado subjacentemente a gengiva um enxerto monocortical
proveniente da costela. A evolugdo clinica do paciente foi positiva e aos trés meses ja haviam
evidéncias de formagdo Ossea nas radiografias e na palpacdo dos defeitos assim como sinais
de proliferacao 6ssea nos tecidos moles adjacentes. Aos 6 ¢ 12 meses aferiu-se a viabilidade e
revascularizacdo do enxerto através de cintigrafia, tendo os resultados obtidos sido
consistentes com remodelacdo dssea ativa associada ao processo de cicatrizagdo Ossea. Neste
estudo apenas se reportaram duas pequenas complicagdes associadas aos dentes e a presenca
de uma tumefacdo pos-operatoria dos tecidos moles na mandibula esquerda. Segundo os
autores, a auséncia de maiores complicagdes € a rapida cicatrizagdo observada devem tornar a
abordagem utilizada e a aplicagio da rthBMP-2 uma opg¢do no tratamento de defeitos
mandibulares extensos.

Spector et al. (2007) reportaram o tratamento de um odontoma mandibular complexo
num cdo. A fim de se proceder a exérese da massa, foi realizada um mandibulectomia parcial
que gerou um defeito 6sseo com 5 cm de comprimento, tendo a mandibula sido estabilizada
através da aplicacdo de duas placas de reconstrugdo bloqueadas, ao qual se seguiu o
preenchimento do defeito 6sseo através da aplicagdo de rhBMP-2 numa matriz de colagénio
absorvivel contendo granulos de hidroxiapatite/fosfato tricalcico. A evolugdo clinica do
paciente foi positiva e aos 2 meses ja haviam evidéncias radiograficas de formagdo 6ssea. Aos
5 meses era evidente uma robusta formagdo de osso cortical nas radiografias e a palpagao.
Aos 26 meses o animal apresentava oclusdo perfeita e osso cortical remodelado ao longo de
todo o defeito 6sseo. Neste estudo apenas foram reportadas pequenas complicagdes. Segundo
os autores, as técnicas de reconstrucdo empregues, neste caso, constituem uma alternativa a
situacdes clinicas, como a remoc¢do de tumores, que apresentam como unica solucio
disponivel a mandibulectomia ou a radioterapia.

Apesar destes estudos apresentarem resultados positivos € necessario ter em conta
que a ndo existéncia de grupos de controlo enfraquece o valor cientifico dos resultados

obtidos, havendo a possibilidade, entre outras, da cicatrizagdo Ossea ser apenas o resultado de
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uma boa técnica cirurgica e de uma osteosintese bem executada em termos biomecanicos
(Westerhuis et al., 2005).

Diversos estudos apresentam também resultados promissores decorrentes da
aplicagdo de thBMPs em varios modelos animais, entre os quais cdes (Boyce et al., 2009;
Schaefer et al., 2009; Faria et al., 2007), cabras (Welch et al., 1998), cavalos (Perrier et al.,
2008), coelhos (Bouxsein et al., 2001; Luppen et al., 2002), primatas (Seeherman et al., 2006)
e ratos (Lee et al., 2002; Einhorn et al., 2003).

Todavia, estes estudos ndo mimetizam de forma representativa as situacdes clinicas
reais, uma vez que estes animais ndo sao sujeitos a cirurgias prévias, ndo apresentam
geralmente doencas concomitantes nem de lesdes prévias dos tecidos moles e ndo sofreram
meses de apoio limitado do membro traumatizado na sequéncia de uma cicatrizagdo Ossea
falhada. Nestes estudos também se usam mais comummente animais jovens, o que torna o
significado clinico mais limitado dado o seu alto potencial de cicatrizacdo (Gautschi et al.,
2007; Moghaddam et al., 2010). Por estes motivos ndo serdo apresentados resultados de

estudos realizados em modelos animais.

1.9. BMPs Disponiveis em Medicina Veterinaria

Em medicina humana estdo disponiveis no mercado formulas comerciais de rhBMP-
2 e thBMP-7 para aplicagdo em varias especialidades cirtrgicas (Milovancev et al., 2007,
Bessa et al., 2008a; Lissenberg-Thunnissen et al., 2011). Segundo a pesquisa realizada na
elaboracdo da tese, em medicina veterinaria a inica thBMP disponivel no mercado tem a
denominacdo de “TruScient® 0,66 mg kit para implante para cdes” e ¢ um medicamento
comercializado pela empresa Pfizer.

O TruScient® tem como principio ativo a dibotermina alfa, andlogo sintético da
BMP-2 produzido por tecnologia recombinante, e foi desenvolvido tendo por base o produto
aprovado para medicina humana InductOs (European Medicines Agency, 2011a). Este
medicamento recebeu aprovacdo para o “tratamento complementar do procedimento padrao
na reducdo aberta de fraturas diafisarias em caes” e ¢ fornecido na forma de um kit composto
por: um frasco de liofilizado contendo a dibotermina alfa (rhBMP-2); um frasco de solvente;
duas esponjas de colagénio absorviveis; e trés seringas que permitem a reconstituicdo do
solvente no liofilizado e a subsequente aplicagdo da solugdo nas esponjas de colagénio

(Figura 8) (European Medicines Agency, 2011a,b).
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Figura 8: Apresentagdo comercial do TruScient® (adaptado de http://s355685463.onlinehome.fr/
detail medicament.php?id=2416).

Apbs a aplicacdo do TruScient® sobre as duas esponjas de colagénio absorviveis,
devera existir um periodo de repouso antes da sua implantagdo no animal de pelo menos 15
minutos sem ultrapassar as duas horas (European Medicines Agency, 2011a,b).

A implantagdo das esponjas no animal deverdo obedecer a varios requisitos, entre os
quais: assegurar a reducdo definitiva da fratura, a sua estabilizacdo e hemostase; o foco de
fratura devera estar o mais seco possivel; as esponjas pré-preparadas deverdo ser cortadas ou
dobradas de modo a que as suas dimensdes se ajustem a zona de implantagdo; deverad ser
utilizada apenas a quantidade necessaria a cobertura da zona afetada do o0sso; a sua colocacgao
devera ser feita de maneira a envolver a zona de fratura e a estabelecer bom contato com os
principais fragmentos proximal e distal; e ndo deverdo ser colocadas sobre placas de osso para
ndo dificultar a remocao desta caso venha a ser necessario (European Medicines Agency,
2011b).

Apos a sua implantagdo na fratura ndo se deverd proceder a irrigacao da ferida, uma
vez que estas proteinas sdo hidrossoluveis (Kirker-Head, 2000; Rengachary, 2002), sendo
também importante obter uma cobertura completa da esponja com tecidos moles (European
Medicines Agency, 2011b).

Os efeitos secundarios decorrentes da aplicacio do 7TruScient® com maior
prevaléncia sdo a claudicacdo, a tumefagdo evidente nas 3 primeiras semanas do pos-
operatério que vai desaparecendo gradualmente ao longo de varios meses e a tumefagdo

ligeira que desaparece em 3 semanas. Este medicamento ndo devera ser utilizado em caes
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com hipersensibilidade a dibotermina alfa ou a qualquer outro componente do medicamento,
em caes esqueleticamente imaturos, em cdes que tenham uma infec¢do ativa no local da
cirurgia ¢ em cdes com fraturas patologicas ou qualquer malignidade ativa (European
Medicines Agency, 2011a,b).

Em medicina humana sdo frequentemente colocadas questdes relativas as doses,
sistemas de administra¢do e vias de administra¢do de forma a otimizar a utilizacao ¢ eficacia
das BMPs. Estas questdes abrangem o TruScient® visto que este ¢ baseado num produto
aprovado para medicina humana, ndo obstante o facto de este ser um medicamento
devidamente aprovado.

Atualmente, o TruScient® tem como sistema de administragio da rhBMP-2 as
esponjas de colagénio, no entanto a sua utilizagdo apresenta inconvenientes como o facto de
ser necessario abrir o foco de fratura ou o defeito dsseo em causa e a possibilidade de
ocorréncia de reacdes adversas dada a origem bovina do colagénio. Além disso, a incorreta
implantacdo das esponjas pode levar a ossificacdo heterotopica de tecidos adjacentes como ¢é
o caso dos musculos, nervos e vasos sanguineos, embora este fendémeno seja limitado pelo
facto de se tratar de uma implantagcdo local (Schmidmaier et al., 2008). Existem também
estudos cinéticos que demonstram que quando se utilizam esponjas de colagénio metade da
dose ¢ perdida na primeira hora e dois tercos nos primeiros 4 dias. De momento existem
varios sistemas de administragdo de BMPs em estudo (Bessa et al., 2008b), no entanto a via
injetavel parece ser a mais promissora e inovadora (Schmidmaier ef al., 2007). Estes sistemas
injetaveis ainda estdo em fase de investigagdo e caso venham a ser aprovados podem trazer
beneficios, como a possibilidade de administra-las em fraturas tratadas de forma conservadora
e por técnicas minimamente invasivas, ou seja, passa a nao ser necessario realizar um acesso
ao foco de fratura para a implantacdo das BMPs (Bishop & Einhorn, 2007; Schmidmaier et
al., 2007). Outra das questdes prende-se com o facto da dose atualmente utilizada ser
suprafisioldgica e ndo se conhecerem os potenciais efeitos secundarios a longo termo (Virk &

Lieberman, 2012).

1.10. Objetivos

Aplicacdo da rhBMP-2 comercializada pela Pfizer sob a designacdo de “TruScient®
0,66 mg kit para implante para cdes” em casos clinicos ortopédicos e traumatoldgicos

selecionados.
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2. Materiais e Métodos

Durante o periodo de estagio curricular no Hospital Veterinario Canis, em Girona,
registaram-se 6 casos clinicos onde se aplicou a thBMP-2 produzida pela empresa Pzifer. A
sua aplicagdo foi possivel devido a cedéncia gratuita do medicamento pela sucursal
responsavel pela libertagdo dos lotes para o mercado veterinario. Esta cedéncia foi facilitada
pelo facto desta se encontrar sedeada na mesma regido do Hospital Veterindrio Canis.

Durante este periodo de tempo, procedeu-se ao acompanhamento, monitorizagio e
registo de dados de todos os animais envolvidos.

Nesta série de casos a preparacao e aplicagdo do TruScient® fez-se sempre de acordo
com as instrugdes do fabricante.

Todas as cirurgias foram realizadas com o mesmo protocolo anestésico, que consistia
numa pré-medicagdo com diazepam (0,1 mg/kg) e metadona (0,3 mg/kg), indugdo com
tiopental ¢ manutencdo com uma mistura de oxigénio e isoflurano.

A anti-sepsia das zonas intervencionadas foi feita através de trés lavagens com agua
e sabdo liquido a base iodopovidona, seguida de secagem da zona e aplicacao de uma solugdo

cutanea de iodopovidona e alcool.

2.1 Critérios de Inclusao

Durante o periodo de estagio a rhBMP-2 foi aplicada sempre que os cirurgides, face
a complexidade do caso clinico apresentado, determinaram que a sua utilizacdo poderia ser

benéfica para a regeneragao do tecido dsseo.
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3. Resultados

Uma vez que aplicacdo do medicamento foi feita de forma experimental ndo existem
grupos de controlo. Assim, os resultados serdo apresentados sob a forma de casos clinicos

individuais.

3.1.Cason’1

Um canideo sem raga definida (SRD), com 5 anos e 29 kg de peso, foi admitido para
o tratamento de uma fratura de fémur cominutiva no seguimento de um atropelamento
(Figuras 9A e 9B ). A cirurgia consistiu em redugdo aberta através de uma abordagem cranio-
lateral a diafise femoral e em fixagdo interna com uma placa bloqueada de contacto limitado
(limited contact locking compression plate, LC-LCP) de 3,5 mm (Figuras 9C e 9D).
Decorridos 47 dias de pds-operatorio a placa partiu-se e foi realizada nova cirurgia (Figura
9E). Na reintervengdo procedeu-se a substitui¢do do implante por uma placa de compressao
dindmica de contacto limitado (l/imited contact dynamic compression plate, LC-DCP), a
ostectomia das margens de fratura e a aplicacdo no foco de fratura de duas esponjas de
colagénio absorviveis impregnadas com thBMP-2 (Figuras 9F e 9G). Apds a realizagdo da
segunda interven¢ao, as radiografias de acompanhamento realizadas aos 21 (Figuras 9H e 91),
35 (Figuras 9J e 9K) e 56 dias (Figuras 9L e 9M) evidenciaram uma abundante proliferagao
6ssea no foco de fratura, tendo a unido 6ssea sido atingida no ultimo controlo. As radiografias
realizadas nos dias 133 e 196 evidenciaram remodelag¢ao do calo 6sseo e também reabsorgao
6ssea na zona do calo (Figuras 9N e 90), levando o cirurgido a optar pela remogdo da placa

ao dia 207 (Figura 9P).
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Figura 9: Caso clinico n° 1. 9A: Fratura cominutiva do fémur, vista latero-lateral (LL); 9B: Fratura
cominutiva do fémur, vista antero-posterior (AP); 9C: Pds-operatorio imediato, vista LL; 9D: Pos-
operatorio imediato, vista AP; 9E: Falha do implante, vista LL; 9F: Cirurgia de revisdo com aplicagdo
de thBMP-2, vista AP; 9G: Cirurgia de revisdo com aplicagdo de thBMP-2, vista LL; 9H: 21 dias de
pos-operatorio, vista AP; 9I: 21 dias de pds-operatorio, vista LL; 9J: 35 dias de pds-operatdrio, vista
AP; 9K: 35 dias de pds-operatorio, vista LL; 9L: 56 dias de pds-operatdrio, vista AP; 9M: 56 dias de
pos-operatorio, vista AP; 9N: 196 dias de pos-operatorio, vista LL; 90: 196 dias de pds-operatorio,
vista LL; 9P: Remocdo da placa aos 207 dias, vista LL.

3.2.Cason’2

Um canideo SRD, com 2 anos e 17 kg de peso, foi admitido para o tratamento de
uma fratura obliqua curta da tibia no seguimento de um atropelamento (Figuras 10A ¢ 10B).

A cirurgia consistiu em redu¢do aberta através de uma abordagem medial a didfise tibial e em
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fixagdo interna com uma placa LC-LCP de 3,5 mm (Figuras 10C e 10D). Passado 14 dias a
placa partiu-se e foi realizada nova cirurgia (Figuras 10E e 10F). Na reintervencao procedeu-
se a colocacdo de um fixador externo de Meynard sem se remover a placa partida e a
aplicagdo no foco de fratura de duas esponjas de colagénio absorviveis impregnadas com
rhBMP-2, através de um acesso cirurgico limitado (Figuras 10G e 10H). Posteriormente,
controlos radiograficos realizados nos dias 31 (Figuras 10I e 10J) e 40 (Figura 10K)

evidenciaram progressao do calo dsseo (Figura 17). Ao dia 48 o calo dsseo apresentava uma

ponte entre os fragmentos proximal e distal pelo que se procedeu a remogdo do fixador

externo (Figuras 10L, 10M, 10N e 100).
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Figura 10: Caso clinico n° 2. 10A: Fratura obliqua curta da tibia, vista AP; 10B: Fratura obliqua curta
da tibia, vista LL; 10C: Pds-operatorio imediato, vista AP; 10D: Pos-operatério imediato, vista
obliqua; 10E: Falha do implante, vista AP; 10F: Falha do implante, vista LL; 10G: Cirurgia de
revisdo com aplicagdo de thBMP-2, vista AP; 10H: Cirurgia de revisdo com aplicacdo de rhBMP-2,
vista obliqua; 101: 31 dias de pos-operatério, vista AP; 10J: 31 dias de pds-operatorio, vista LL; 10K:
40 dias de pos-operatdrio, vista AP; 10L: Unido 6ssea aos 48 dias de pds-operatdrio, vista AP; 10M:
Unido dssea aos 48 dias de pds-operatorio, vista obliqua; 10N: Unido dssea e remocao do fixador
externo aos 48 dias de pds-operatorio, vista AP; 100: Unido dssea e remocgao do fixador externo aos
48 dias de pos-operatorio, vista LL.
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3.3.Cason’3

Um canideo cruzado de podengo, com 4 anos e 10 kg de peso, foi admitido para o
tratamento de uma fratura exposta de rdpido e ulna na sequéncia do ataque de um javali
(Figura 11A). A cirurgia consistiu em desbridamento dos tecidos contaminados e
desvitalizados, redugdo aberta da fratura através da ferida, fixagdo externa linear do radio e
fixagdo intramedular da ulna (Figuras 11B e 11C). Aos 51 dias do poés-operatorio foi
diagnosticada uma ndo unido (Figura 11D). A cirurgia de revisdo consistiu na extracdo do
pino intramedular da ulna, na revisdo do fixador externo do radio e na aplicacdo de uma
esponja de colagénio absorvivel impregnada com rhBMP-2 (Figuras 11E e 11F). Num
controlo radiografico realizado 28 dias apds a revisdo era visivel uma ligeira progressao da
cicatrizagdo (Figura 11G) e aos 49 dias o calo Osseo apresentava uma ponte entre os
fragmentos proximal e distal, procedendo-se assim a remocdo do fixador externo (Figuras

11H e 111).

11A
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Figura 11: Caso clinico n° 3. 11A: Fratura de radio e ulna, vista LL; 11B: Pos-operatério imediato,
vista LL; 11C: Pds-operatorio imediato, vista AP; 11D: Nao unido aos 51 dias de pos-operatorio;
11E: Cirurgia de revisdo com aplicagdo de rthBMP-2, vista AP; 11F: Cirurgia de revisdo com
aplicacdo de thBMP-2, vista LL; 11G: 28 dias de pds-operatdrio, vista AP; 11H: Unido Ossea e
remogao do fixador externo aos 49 dias de pos-operatorio, vista LL.
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3.4.Cason’4

Um canideo SRD, com 4 anos e 12 kg de peso, foi admitido para o tratamento de
uma fratura cominutiva do imero no seguimento de um atropelamento (Figuras 12A e 12B).
A cirurgia consistiu em reducdo aberta da fratura através de uma abordagem cranio-lateral a
diafise umeral, colocagdo de um pino intramedular e montagem de um fixador externo tipo Ia.
O fixador externo foi consolidado com o pino intramedular numa configuracdo tie-in (Figuras
12C e 12D). Apos 3 dias, foi realizada uma nova cirurgia que consistiu na realizagdo de um
acesso cirurgico limitado ao foco de fratura para a colocacdo de duas esponjas de colagénio
absorviveis impregnadas com thBMP-2. Um controlo radiografico realizado 38 dias apds a

colocacao da rhBMP-2 mostrou progressao do calo 6sseo (Figuras 12E e 12F) que ao dia 73

jé fazia ponte entre os fragmentos 6sseos, procedendo-se assim a remog¢ao do fixador externo

(Figuras 12G, 12H, 121 e 12J)).

4

Figura 12: Caso clinico n° 4. 12A: Fratura cominutiva do umero, vista LL; 12B: Fratura cominutiva
do umero, vista AP; 12C: Pés-operatdrio imediato, vista AP; 12D: Pés-operatdrio imediato, vista LL;
12E: 38 dias pdés-implantacdo da rhBMP-2, vista AP; 12F: 38 dias pos-implantacdo da thBMP-2, vista
LL; 12G: Unido 6ssea aos 73 dias pds-implantagdo da rhBMP-2, vista AP; 12H: Unido 6ssea aos 73
dias pos-implantagdo da rhBMP-2, vista LL; 12I: Remoc¢do do fixador externo aos 73 dias pos-
implantagdo da thBMP-2, vista LL; 12J: Remocao do fixador externo aos 73 dias pos-implantagdo da
rhBMP-2, vista AP.
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3.5.Cason’5s

Um canideo de raca Golden Retriever, com 5 anos e 31 kg de peso, foi admitido para
o tratamento de uma fratura obliqua longa da tibia no seguimento de uma tibial tuberosity
advancement (TTA) realizada 14 dias antes (Figuras 13A, 13B e 13C). No dia da admissao
foi colocado um fixador externo linear tipo II em modo fechado para estabiliza¢do da fratura
(Figuras 13D e 13E). No dia seguinte, o animal foi submetido a nova cirurgia para colocacdo
de duas esponjas de colagénio absorviveis impregnadas com thBMP-2 através de um acesso
cirargico limitado ao foco de fratura. Ainda nesta cirurgia foram removidos os parafusos
placa de TTA uma vez que se encontravam soltos. Apds a colocagdo da thBMP-2, foram
feitos controlos radiograficos nos dias 31 (Figura 13F), 43 (Figura 13G) e 57 (Figura 13H),
nos quais se observou uma ligeira formacao de calo 6sseo. A progressao da cicatrizagdo dssea
tornou-se evidente ao dia 82 (Figura 13I) e no dia 92 pode-se observar unido dos fragmentos

0sseos, altura em que se removeu o fixador externo (Figuras 13J e 13K).

Figura 13: Caso clinico n® 5. 13A: Pds-operatorio imediato, vista LL; 13B: Pds-operatorio imediato,
vista AP; 13C: Fratura obliqua longa aos 14 dias de pds-operatdrio; 13D: Cirurgia de revisdo, vista
LL; 13E: Cirurgia de revisao, vista LL; 13F: 31 dias pds-implantagdo da rhBMP-2, vista LL; 13G: 43
dias pos-implantacdo da thBMP-2, vista LL; 13H: 57 dias po6s-implantacdo da thBMP-2, vista LL;
131: 82 dias po6s-implantacdo da thBMP-2, vista LL; 13J: Unido 6ssea aos 92 dias pos-implantagdo da
rhBMP-2, vista AP; 13K: Unido 6ssea aos 92 dias pés-implantagdo da rhBMP-2, vista LL.
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3.6.Cason’6

Um canideo de raca Boxer, com 11 anos e 27 kg de peso, foi admitido para o
tratamento de uma rutura de ligamento cruzado cranial. A técnica cirurgica realizada para a
estabilizagdo da articulag@o do joelho foi a TTA (Figura 14A). No final da intervencdo foram
colocadas, de forma profilatica, duas esponjas de colagénio absorviveis impregnadas com
rhBMP-2. Um controlo radiografico realizado 53 dias ap6s a cirurgia evidenciou sinais de
progressdo da ossificagdo, estando nesta fase o defeito criado pelo avanco da crista tibial
parcialmente preenchido por tecido 6sseo (Figura 14B). Controlos radiograficos aos dias 109

(Figura 14C) e 124 (Figura 14D) mostraram um preenchimento completo do defeito (Figura
30).

Figura 14: Caso clinico n° 6. 14A: Pds-operatorio imediato, vista LL; 14B: 53 dias de pos-operatorio,
vista LL; 14C: 109 dias de pds-operatorio, vista LL; 14D: 124 dias de po6s-operatério, vista LL.
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4. Discussao

Nos casos n° 1 e n° 2 foram aplicadas na primeira cirurgia placas LC-LCP. Estas
fazem parte de uma nova geracdo de placas 6sseas que exigem uma técnica cirurgica adaptada
e a aquisicdo de novos conhecimentos em relagdo aos conceitos comummente utilizados na
fixagdo interna com placas (Gautier & Sommer, 2003). Apds a avaliagdo dos principios de
aplicagdo das placas LC-LCP na literatura existente (Gautier & Sommer, 2003; Wagner &
Frigg, 2006) e discussdo com o cirurgido responsavel pelo caso, ndo se tornou clara a falha do
implante em ambos os casos.

Todavia, no caso n° 1 existem parafusos do tipo convencional (ndo bloqueados) que
ndo atravessam completamente as duas corticais 0sseas, o que podera ter contribuido para a
destabilizagdo do sistema de fixagdo. Neste caso, a associacdo de um pino intramedular a
placa LC-LCP ou a utilizagdo de uma placa de 3,5 mm com um perfil mais largo (3,5mm
broad) poderia eventualmente ter evitado a falha do implante, uma vez que estariamos a
aumentar a rigidez do sistema de fixacao a flexdo (Chao et al., 2012).

No caso n° 2, a falha do sistema de fixagdo podera ter ocorrido devido a auséncia de
reducdo anatomica dos fragmentos 0sseos. Nesta situacdo ¢ possivel que se tenham gerado
deformacdes reversiveis do implante que a dado momento se tornaram irreversiveis e levaram
a sua rutura (Gautier & Sommer, 2003).

Nas situagdes de falha do sistema de fixacdo o cirurgido deve, além de planear uma
osteosintese que proporcione estabilidade mecanica, equacionar medidas que melhorem o
ambiente de cicatrizagdo da fratura, nomeadamente a remocao do tecido necrdtico avascular
na tentativa de melhorar o suprimento sanguineo a regido, e a aplicagdo de enxertos 6sseos
esponjosos ou fatores de crescimento para estimular a formagdo dssea (Budsberg, 2005).
Neste seguimento de ideias optou-se pela aplicagdo de BMPs em ambos os casos.

Na cirurgia de revisdo do caso n° 1 optou-se pela substitui¢do do implante partido
por uma placa LC-DCP. Os dois orificios dos parafusos deixados vazios estdo sobre o foco de
fratura, local onde se procedeu a ostectomia das margens de fratura com auxilio de uma goiva
a fim de reavivar o tecido 6sseo e a aplicagdo de duas esponjas absorviveis de colagénio com
rhBMP-2.

Nos exames radiograficos de acompanhamento deste caso, realizados nos dias 21, 35
e 65, foi visivel uma intensa proliferacdo 6ssea na zona de implantagdo da rhBMP-2. No

entanto, ao dia 133 foi detetada reabsor¢do do osso recém formado subjacente a placa, sendo

48



a causa mais provavel para esta ocorréncia uma lesdo do suprimento vascular ao 0sso
provocada pelo implante (Perren, 2002; Koch, 2005), ndo obstante o facto desta placa
apresentar um perfil de contato limitado. A placa foi posteriormente removida e ndo foram
reportadas quaisquer complicagdes desde entdo.

No caso n° 1 a utilizagdo da rhBMP-2 podera ter sido benéfica, uma vez que permitiu
a cicatrizagdo do defeito 6sseo existente no foco de fratura. A regeneracdo O0ssea neste caso
foi exuberante, facto este que poderd eventualmente estar associado a aplicacao da rhBMP-2
no foco de fratura.

Na cirurgia de revisdao do caso n° 2 optou-se pela colocagdo de um fixador externo de
Meynard juntamente com a realizagdo de um acesso cirirgico limitado ao foco de fratura para
a implantacdo de duas esponjas de colagénio com rhBMP-2. A ndo remogao da placa partida
teve por base evitar a realizagdo de um novo acesso cirirgico extenso, que poderia
comprometer ainda mais a vasculariza¢do dos tecidos moles e dos fragmentos 6sseos com
potencial prejuizo para o processo de cicatrizagao.

Neste caso ¢ possivel especular que a thBMP-2 desempenhou um papel importante
na cicatrizagdo ossea pelo facto da configurac¢do do fixador externo ser pouco rigida, uma vez
que devido a presenca da placa nao foi possivel colocar cavilhas perto do foco de fratura que
irlam conferir a estabilidade ideal a esta configuracdo de fratura. Segundo Latte (1997a) um
fixador que seja composto apenas de duas cavilhas por fragmento e por cavilhas afastadas do

foco de fratura ¢ mecanicamente pouco estavel.

No caso n° 3 foi diagnosticada uma nao unido por auséncia de atividade osteogénica,
apos a estabilizacdo de uma fratura exposta de radio e ulna com um fixador externo ¢ um pino
intramedular. Esta ndo unido ocorreu possivelmente devido a extensa lesdo dos tecidos moles,
que levou eventualmente a uma disrup¢ao do suprimento sanguineo a zona de fratura, sendo
esta uma das causas mais frequentes de ndo unido (Rovesti, 2005; Denny & Butterworth,
2006; Piermattei, Flo & DeCamp, 2006).

A fixacdo externa estd indicada para fraturas abertas (Latte, 1997b; Denny &
Butterworth, 2006), pois nestes casos existe um maior risco de infecdo devido a potencial
contaminac¢do da ferida e a diminui¢do das defesas imunitarias do hospedeiro decorrentes da
presenga de material estranho, tecido necrotico desvitalizado e espaco morto (Piermattei, Flo
& DeCamp, 2006).

Na cirurgia de revisdo, além da remocao do pino intramedular, da remog¢ao das duas
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cavilhas mais proximas ao foco de fratura e da sua substitui¢do por duas outras colocadas
numa posi¢cdo mais distante, foi colocada uma esponja de colagénio absorvivel com thBMP-2.
Ao fim de 49 dias foi visivel a formagdo de um calo 6sseo a fazer a ponte dos dois
fragmentos. Neste caso, ¢ possivel especular que a thBMP-2 teve um papel importante na
unido dssea, uma vez que a cirurgia de revisao ndo alterou de forma significativa o ambiente

mecanico no foco de fratura.

No caso n°® 4 estabilizou-se uma fratura cominutiva de imero mediante um fixador
externo de Meynard associado a cavilha intramedular em modo tie-in. Dentro do sistema de
Meynard s3o os quadros hemifixantes que apresentam menor rigidez, no entanto a anatomia
do timero torna necessaria a sua utilizacao (Putod, 1997). O facto do umero apresentar massas
musculares volumosas torna também necessaria a colocagdo da barra conectora numa posi¢ao
mais distante do osso em relagdo ao que seria ideal, contribuindo assim para a diminui¢ao da
rigidez do sistema (Putod, 1997). De modo a compensar estes inconvenientes e, por
conseguinte, aumentar a rigidez do fixador, optou-se pela colocagcdo de um pino intramedular
solidarizado ao quadro hemifixante. A sua fun¢do consiste essencialmente em neutralizar as
forcas de flexdo, enquanto que as forcas de tensdo, compressdo, tor¢cdo e cizalamento sdo
bloqueadas pelo fixador (Latte, 1997c). A colocacdo de 2 quadros hemifixantes solidarizados
em “V” poderia ter sido uma forma alternativa de contornar os inconvenientes acima referidos
além da adotada (cavilha intramedular tie-in) (Latte, 1997d). As cavilhas de rosca positiva
foram selecionadas devido ao facto de proporcionarem uma melhor ancoragem O&ssea
comparativamente as lisas (Autefage, 1997b; Piermattei, Flo & DeCamp, 2006).

A decisdo de se aplicar a thBMP-2 nesta situagdo adveio de varios fatores: o
fragmento distal acomodou apenas uma cavilha, o que do ponto de vista mecanico ndo
proporciona a estabilidade ideal (Latte, 1997a; Piermattei, Flo & DeCamp, 2006); o pino
intramedular ndo ficou ancorado no fragmento distal; e a redugdo dos fragmentos 0sseos nao
foi satisfatoria. Assim, foi realizada uma nova cirurgia para a aplicacdo de duas esponjas de
colagénio absorviveis com thBMP-2 no foco de fratura. Esta intervencdo ocorreu 3 dias apos
a estabilizacdo da fratura e a unido Ossea foi atingida 73 dias depois da implantagdo da
rthBMP-2. Neste caso ¢ possivel que a thBMP-2 tenha tido um papel fulcral na cicatrizagdo da
fratura dada a existéncia de varios fatores que poderiam eventualmente levar a uma nio-unido

ossea.
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O caso n° 5 refere-se a uma fratura de tibia apo6s a realizacdo de uma TTA (¢tibial
tuberosity advancement). O paciente foi inicialmente admitido no hospital devido a uma
rutura do ligamento cruzado cranial, patologia esta que leva a um movimento cranio-caudal
anormal e a uma rotagdo interna excessiva da articulagdo do joelho, levando por sua vez a
progressdo da osteoartrite (Lafaver ef al., 2007). Perante esta situag¢do, o cirurgido preconizou
o tratamento desta patologia através da realizagdo de uma TTA. Esta técnica estabiliza a
articulagdo do joelho durante o apoio do membro ao neutralizar o movimento de gaveta
cranial da tibia em relagdo ao fémur. Este efeito estabilizador ¢ atingido através da realizagdo
de uma osteotomia da crista tibial de modo a avancgar o tendao patelar perpendicularmente ao
plateau tibial (Lafaver et al., 2007).

O animal foi admitido no hospital com claudicacdo do membro intervencionado 14
dias apos a cirurgia, tendo-se detetado ao exame radiografico uma fratura obliqua longa da
tibia. A causa da fratura podera ter sido a concentracdo de stress na curvatura distal da linha
de osteotomia, uma vez que a angulagdo com que esta foi feita gerou um stress riser que pode
ter predisposto a fratura (Botte, 2011). Dado que as fraturas obliquas se produzem devido a
uma combinagdo de cargas de flexdo e compressdo axial (McGuigan, 2010), ¢ possivel
especular que estes componentes das forgas ciclicas do apoio se tenham concentrado na zona
distal da osteotomia e nos parafusos diafisarios levando a fratura.

Perante esta situacdo, € uma vez que ndo se evidenciaram sinais de instabilidade de
gaveta cranial ao exame fisico, o cirurgido optou apenas pela colocacdo um fixador externo de
Meynard fechado de modo a evitar a realizacgdo de um acesso cirirgico extenso que
contribuisse para a desvascularizacdo da regido. Devido ao defeito dsseo relativamente grande
que se gerou apods a estabilizagdo da fratura, o cirurgido optou no dia seguinte pelo seu
preenchimento com duas esponjas de colagénio reabsorviveis com rhBMP-2, implantadas
através de um acesso cirirgico limitado. Nesta intervencdo foram também removidos os
parafusos da placa pois encontravam-se soltos.

A cicatrizagdo 6ssea ocorreu 92 dias apds a implantacdo da thBMP-2, altura em que
se observou um calo dsseo a fazer a ponte dos fragmentos proximal e distal. O animal ndo
apresentou quaisquer sinais de instabilidade de gaveta cranial ao exame fisico.

A utilizagdo de rhBMP-2 neste caso podera ter sido benéfica uma vez que houve

cicatriza¢do de um grande defeito dsseo sem complicagdes adicionais apds a sua implantagao.
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O caso n° 6 refere-se a resolucdo cirtrgica de uma rutura de ligamento cruzado
cranial mediante a realizacdo de uma TTA. O cirurgido, dada a idade do animal e sabendo que
o potencial de cicatrizacdo 6ssea diminui com a idade, optou pela implantagdo de duas
esponjas de colagénio com thBMP-2 de forma preventiva, uma vez que nesta técnica ¢ criada
uma fratura da crista tibial.

O tempo médio de cicatrizagdo do defeito criado por esta interven¢do num estudo
realizado por Lafaver et al. (2007) foi de 9,4 semanas, com um intervalo de cicatrizagdo entre
as 4 e as 20 semanas. Num outro estudo realizado por Hoffman et al. (2006), foi reportada
uma cicatrizagdo parcialmente completa do defeito entre as 7 e 8 semanas e uma cicatrizagao
completa entre as 8 e 10 semanas.

Neste caso clinico aos 53 dias (entre 7 e 8 semanas) era visivel um preenchimento
parcial do defeito, resultado este que estd em consondncia com os dos estudos acima
mencionados, enquanto que o preenchimento completo do defeito foi detetado aos 109 dias
(entre 15 e 16 semanas), estando acima das médias referidas por estes autores. Todavia, neste
caso ndo foram realizadas radiografias entre os dias 59 e 109, ndo permitindo assim
determinar se o preenchimento completo do defeito ocorreu dentro do intervalo reportado nos

estudos ou se efetivamente se tratou de uma consolidacado tardia

Durante o periodo de acompanhamento dos casos clinicos ndo foram registadas
complicagdes pos-cirurgicas que pudessem eventualmente ser atribuidas em exclusivo a
aplicagdo da rhBMP-2.

A ndo existéncia de um grupo de controlo e andlise estatistica deveu-se ao facto dos
casos clinicos serem complexos. Estes casos ao serem pouco frequentes limitaram o tamanho
da amostra e também tendem a ser bastante dispares entre si, tornando-os de certa forma
incomparaveis devido a existéncia de diversos factores que podem afetar o potencial de
cicatrizagdo dssea e, por conseguinte, enviesar os resultados obtidos. Entre os fatores que
influenciam a cicatrizagdo encontram-se: o grau de dano vascular, a localizagdo e
conformag¢do anatdmica da fratura; o método de estabiliza¢do selecionado; e o potencial de
cicatrizagdo do préprio animal, que pode ser afetado por fatores como a idade (Denny &
Butterworth, 2006). Em relagdo a localizagdo anatdmica da fratura, as zonas metafisarias e
epifisarias apresentam maior potencial de cicatrizagcdo, uma vez que 0 0SSO esponjoso ¢ mais
vascularizado e apresenta maior atividade celular comparativamente ao osso cortical. Além

disso, fraturas em zonas com maior envelope muscular também apresentam um maior
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potencial de cicatrizagdo (Denny & Butterworth, 2006). Todavia, os cirurgides consideraram
que ao ter sido atingida unido 6ssea nestes casos sem nunca terem realizado uma colheita de
enxerto 0sseo mostra o potencial osteoindutor das BMPs, uma vez que as situagdes clinicas
descritas eram complexas e iriam potencialmente requerer uma abordagem mais exigente para
a sua resolucdo. Os cirurgides também consideraram que os procedimentos de preparagdo e
implantacdo da rhBMP-2 eram simples e rapidos, permitindo diminuir significativamente o

tempo cirargico face a colheita de enxerto dsseo autdlogo.
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5. Conclusoes

Os resultados obtidos foram considerados positivos pelos cirurgides responsaveis
pelos casos clinicos apresentados, uma vez que apds a implantagdo das esponjas de colagénio
com a thBMP-2 foi sempre atingida unido dssea.

Futuramente, deveria ser realizado um estudo de forma controlada, imparcial e com
uma populacdo abrangente com o objetivo de comparar a eficacia do TruScient® frente ao
enxerto 6sseo autdlogo. Desta forma, seria possivel saber qual dos métodos proporciona um
maior potencial osteoindutor e qual apresenta maiores taxas de complicagdes.

A utilizacdo de BMPs em ortopedia estd ainda numa fase inicial e as evidéncias
existentes sugerem um futuro promissor quanto ao desenvolvimento de novas aplicagdes
terapéuticas. No entanto, serdo necessarias mais investigagdes de modo a determinar com
maior eficacia variareis como a dose, o sistema de administrac¢ao, a via de administracao e a
eventual combina¢ao com outros fatores de crescimento (White ez al., 2007), com a finalidade
de estandardizar e otimizar os tratamentos com BMPs (Schmidmaier ez al., 2007). No futuro,
a aplicagdo das BMPs para fins regenerativos a outros tecidos esqueléticos, como a
cartilagem, os tendoes e os ligamentos (White et al., 2007), e para o tratamento de patologias
metabolicas e vasculares, assim como no tratamento do cancro (Kim & Choe, 2011), pode vir

a ser uma realidade.
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