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I. Justificagdo do tema

Apesar de uma aparéncia inerte, quando considerados macroscopicamente, os 0ssos sdo, sob um
ponto de vista microscopico, estruturas plasticas, altamente dindmicas, em permanente remodelagio
(1. A sua grande dindmica funcional é conseguida sobretudo através de processos de remodelagao.

A remodelacio ossea consiste hum mecanismo de substituicdo ou reconstrucioo de areas de
tecido 6sseo de modo a preservar a sua integridade, otimizar a sua fungao e prevenir a sua
degradacio, visando nio sé uma adaptagdo da estrutura Ossea as solicitagdes mecanicas, como
também a remogao de areas danificadas (2).

Por outro lado, a matriz éssea constitui um importante reservatorio de ides minerais (célcio e
fosforo), verificando-se um intercdmbio continuo entre o calcio plasmatico e o cilcio 6sseo. Com
efeito, a importancia da homeostasia dos niveis séricos de cdlcio vem considerar o processo de
remodelagdo como um mecanismo de gestao do banco de calcio ésseo.

Deste modo, o objetivo da remodelagao ossea parece incluir ndo s6 uma perspetiva mecanica,
dirigida para a reparagao e adaptacio da estrutura ossea ao meio, como uma perspetiva metabdlica
relacionada com a homeostasia do calcio plasmatico.

E importante referir que, em condigdes fisiologicas, as fungdes de suporte e de reserva
metabolica apresentam-se num equilibrio estavel. Porém, em situagcoes de desequilibrio, a funcao
estrutural é sempre sacrificada em favor da metabélica (3-5) .

A remodelagao 6ssea consiste num processo pelo qual é eliminada uma area de tecido 6sseo que
sera substituida por outra, com pouca ou nenhuma alteragao da massa Ossea, constituindo a mais
notavel resposta do tecido Osseo ao seu meio envolvente. Qualquer ciclo de remodelagao
compreende uma sequéncia ordenada e imutavel de eventos que se inicia por uma fase de
reabsorgio ossea e termina com uma etapa reparadora de formagao ossea.

O conjunto de células responsaveis por estas diferentes atividades é coletivamente designado por
Unidades Multicelulares Basicas (Basic Multicellular Units) (11,12,13), vulgarmente conhecidas pela sua
abreviatura, BMU, e retine uma equipa de células osteoclasticas e uma outra de células osteoblasticas
(6-8). Desta unidade fazem também parte outras populagdes celulares que incluem células
mesenquimatosas indiferenciadas e células do tecido conjuntivo, muitas delas pertencentes ao
sistema imunitario, bem como um suplemento vascular especializado para o efeito.

De facto, a remodelagao ossea tem atras de si uma complexa maquinaria celular que, por sua vez,
esta sujeita a acao de numerosos fatores de regulagio, que exigem um rigoroso e apertado sistema
de sinalizagdo e comunicagao, responsavel pela agao concertada de todas estas células e pela
coordenagao e transicao equilibrada das diferentes etapas da remodelagao (1).

Era, pois, previsivel que toda esta atividade celular tivesse que ser, de certo modo, “protegida”

de interferéncias estranhas, vindo em 200| a ser descrita a existéncia de uma estrutura visando
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proteger e abrigar este complexo e delicado conjunto celular responsavel pelos processos de
remodelagao. Com efeito, Hauge et al. (2001) (9) foram os primeiros investigadores a apontar para a
presenca de um compartimento de remodelagdo Ossea, como uma entidade real, ainda que
transitoria, demonstrando histologicamente a sua existéncia. De facto, os trabalhos de Hauge et al
(2001) concluiram que as células constituintes das BMU’s (mesmo no caso do tecido oOsseo
esponjoso), nao estao em contacto direto com o tecido conjuntivo em seu redor, mas reunidas num
espaco fechado, separado do exterior por um conjunto de células que formam uma cupula
(habitualmente conhecida por canopy), que constitui o limite externo de uma estrutura especializada
(9). Esta estrutura foi entio designada por Compartimento de Remodelacdo Ossea (BRC).

Se a remodelagdo Ossea se processasse num espago amplamente aberto, seria dificil o controlo
dos numerosos e importantes fatores de crescimento e de regulagao, necessarios aos processos de
diferenciagio e maturagio das células das linhas osteoclastica e osteoblastica. Com efeito, a
concentragao atingida por estes fatores no interior de um espago confinado ira facilitar a boa
prossecucao dos mecanismos de remodelacao ossea.

Pode considerar-se, assim, que o BRC constitui um microambiente ideal para o desempenho da
intensa atividade celular que caracteriza uma BMU, permitindo encontrar no seu interior um
apropriado gradiente de citoquinas e outros fatores moleculares capazes de recrutar as populages
celulares necessarias, permitir a sua diferenciacao e, deste modo, modular a ligagao entre a fase de
reabsorcao e a fase de formacgao Ossea.

O aparecimento destes BRCs, nos locais de remodelagao ossea, coincide sempre com a fase de
ativagio e inicio da fase de reabsorcio do processo de remodelagao. Por outro lado, o seu
desaparecimento observa-se apenas quando ja estiver completa a etapa de formagio o&ssea. Estd
também confirmado que as situagdes de baixo turnover ésseo estiao associadas a um decréscimo do
numero de BRCs, enquanto os casos de elevado turnover 6sseo, sio acompanhados por um aumento
do numero de BRCs (10). De referir ainda que a perda de integridade de qualquer dos componentes
anatémicos constituintes destas estruturas, nomeadamente da canopy, esta sempre relacionada com
uma paragem no processo de reconstrugao éssea. Estes factos reforcam bem a intima relagiao entre
BRCs e remodelagio 6ssea, apontando mais uma vez para a importancia crucial que esta estrutura
representa nos mecanismos de regulagao coordenagao e integragao dos processos de recrutamento

e diferenciacao das células da linha osteoclastica e osteoblastica.

Dos trabalhos de investigagio realizados no ambito da remodelagio o&ssea, os estudos de
caracter histolégico sao escassos e surgem quase sempre numa posi¢ao secundaria, como uma base
morfologica de apoio necessaria a elaboragao e justificagdo de teorias de cariz bioquimico,
conducentes ao desenvolvimento e otimizagdo de solugdes terapéuticas relacionadas com o

metabolismo o6sseo. De facto, devido ao demasiado enfoque dado a atividade das células da série
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osteoblastica ou osteoclastica de per si (assente em técnicas de isolamento e culturas celulares cada
vez mais sofisticadas) foi-se perdendo uma perspetiva global da micro anatomia e constituicao
histoldgica, no seu todo, da regidao onde se desenrola o processo de remodelagio Ossea.

E realmente de espantar como sé recentemente foi detetada a existéncia de um compartimento
de remodelagao dssea e reconhecida a importancia que a constituicao e preservagao desta estrutura
anatomica, e suas relagoes topograficas, com o microambiente em seu redor, nomeadamente os
vasos sanguineos, representa na funcionalidade do ciclo de remodelagao ossea.

Todo o esforgo que tem sido despendido visando aumentar a eficacia dos processos de formagao
Ossea com base em agentes anabdlicos nunca sera bem-sucedido se nao se verificarem as condi¢oes
logisticas necessarias que assegurem o recrutamento e protegao das células osteoprogenitoras e dos
seus fatores de regulagao, ou seja, a integridade do BRC.

Assim, o trabalho aqui apresentado pretende contribuir para um melhor conhecimento da
constituicao histoldgica do compartimento de remodelagiao 6ssea, tendo por base uma andlise em
microscopia de luz de material incluido em parafina e em metilmetacrilato.

Uma vez que pretendemos integrar este estudo no ambito da medicina dentaria, e considerando
que a atividade de remodelagao 6ssea atinge no osso alveolar uma frequéncia notavel, incidimos os
trabalhos experimentais no tecido 6sseo esponjoso e no tecido 6sseo compacto que formam o osso
alveolar. Decidimos também estender as observa¢oes para a dentina e para o cemento, uma vez que

sao tecidos mineralizados capazes de sofrer processos de remodelagao.

Planificacdo e apresentacdo do trabalho

Este trabalho encontra-se organizado em trés partes distintas. Na primeira parte (Parte A), apos
a introducao e justificagdo do tema, procedemos a uma breve revisio sobre os elementos celulares
que constituem o tecido 6sseo e tragamos uma perspetiva global do ciclo de remodelagiao ossea.
Pretende-se com esta revisao proporcionar uma base geral de apoio indispensavel para uma melhor
compreensao dos trabalhos experimentais

Na segunda parte (Parte B), apos uma descricao dos materiais utilizados e das metodologias
aplicadas, procedemos a apresentagio pormenorizada das caracteristicas histologicas dos
compartimentos de remodelagiao observados em trabéculas do tecido 6sseo esponjoso, em cones de
reabsorcao do tecido 6sseo compacto e em areas de reabsor¢ao de cemento e dentina. Finalmente
apresenta-se uma discussao e interpretagao global dos resultados.

A Ultima parte (Parte C) engloba toda a bibliografia consultada.

10



Compartimento de Remodelacio Ossea- estudo experimental em modelo animal | 2016

2. Ciclo de remodelacdo 6ssea (alguns aspetos)

A remodelagdo 6ssea compreende uma série ordenada de eventos (Figura |) que vao converter
uma superficie em repouso numa zona em remodelagao seguindo uma sequéncia imutavel de ativagao
(A)y>» reabsorcao (R)—» formacao (F) (11,14). A remodelaciao ossea consiste, pois, num processo
pelo qual é eliminado uma area de tecido 6sseo que sera substituida por outra, com pouca ou
nenhuma alteragao da massa 6ssea (15). Este fendmeno pode verificar-se igualmente noutros tecidos
mineralizados, seguindo a mesma sequéncia.

Este processo pressupoe também uma perfeita coordenacao e integragao de atividades celulares,
controladas pela interagao de estimulos mecanicos, moléculas circulantes (de natureza hormonal e
nao-hormonal) e fatores de crescimento produzidos localmente (16). Parecem ser no entanto as
moléculas produzidas ou libertadas localmente, no compartimento de reabsorgio o&ssea, que

constituem os principais agentes moduladores do ciclo celular da remodelagao (16,17).
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Figura | - Esquema representativo do ciclo de remodelagio 6ssea. Adaptado de Pereira (2010)

A fase de ativagao (A) compreende o reconhecimento de uma drea precisa da superficie
Ossea e a sua preparagao para o processo de remodelagdo. O inicio desta fase parece ser, como sera
descrito mais adiante, da responsabilidade de citoquinas pro-inflamatérias produzidas pelos
osteocitos em “sofrimento” ou em apoptose, localizados na area que ira ser sujeita a remodelagao

(2,11,14). Esta situagdo leva a formagdao de um compartimento de remodelagio Ossea, ao

11
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recrutamento e migracao dos precursores osteoclasticos e ao reforgo dos mecanismos da
osteoclastogénese.

Com efeito, a fase de ativagao do ciclo de remodelagao 6ssea (definida como a conversao de
uma superficie ossea de um estado quiescente para um estado ativo) é tradicionalmente
caracterizada pela digestao da fina camada de enddsteo, conduzindo a uma mais facil exposicao da
matriz mineralizada (18). Deste modo, as células de revestimento destacam-se da matriz
mineralizada, localizando e confinando a area a ser remodelada, constituindo a parede externa ou
canopy do compartimento de remodelagdo oOssea. Estas células, por sua vez, tém também uma
participagdo ativa no recrutamento dos osteoclastos e, deste modo, no desencadear do processo de
remodelacao (19).

Sera pertinente referir a intervencao dos capilares sanguineos e sua provavel adesao a estas
células, como uma parte integrante e importante desta etapa inicial da ativagao. Além disso, e como
sera referido posteriormente existe, de facto, durante todas as fases do ciclo de remodelagao ossea
um intimo contacto dos componentes vasculares com o compartimento de remodelagcio ossea
(20,21). O esquema da figura 2 demonstra a estreita relagao espacial e funcional quer no tecido

Osseo esponjoso quer no tecido 6sseo compacto dos vasos sanguineos com o BRC.
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Figura 2 - llustragio das relagdes espaciais e funcionais entre capilares sanguineos e do compartimento de remodelagiao
ossea no tecido osseo trabecular (topo) e tecido &sseo cortical (em baixo). Células precursoras de osteoclastos
provenientes da circulagdo sanguinea chegam a superficie do tecido 6sseo apos atravessarem a parede do vaso e a canopy,
onde a unidade de remodelagdo 6ssea ira ocorrer. Esta proximidade vascular permite ainda a diferenciagio quer dos

pericitos quer de células células circulantes em células da linha osteoblastica. (Adaptado de Lafage-Proust et al. 2015).
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Na fase de reabsorcao (R) os osteoclastos cavam, no tecido 6sseo esponjoso, lacunas de contornos
muito irregulares denominadas por lacunas de Howship e no tecido 6sseo compacto cavidades
cilindricas designadas por cones de reabsorc¢ao (22,23). De facto, tal como referenciado por Eriksen
(2007) o CRO foi até agora detalhadamente descrito no tecido 6sseo esponjoso apesar de que uma
estrutura semelhante deva existir no tecido 6sseo compacto (24).

No final desta etapa observa-se uma inversio ou reversio nesta sequéncia, verificando-se um
conjunto de condi¢oes responsaveis pela chamada de células osteoprogenitoras e sua diferenciacao,
dando inicio ao processo de reparagao 6ssea (23).

Esta estimulagao da atividade osteoblastica, como resposta ao processo de reabsorgao osteoclastica,

¢é habitualmente conhecido por coupling.

Ainda que o processo de diferenciagdo e ativagao das células da linha osteoclastica esteja,
como ja foi referido, muito controlado pelas células da linha osteoblastica (pré-osteoblastos,
osteoblastos, osteocitos e células de revestimento), através do eixo de regulacio RANKL/RANK/OPG
(25), esta via nao é de sentido Unico, uma vez que também os osteoclastos condicionam e modulam
muitas das atividades osteoblasticas. Nesta fase estabelece-se também uma complexa comunicagao
bi-direccional que vai inibir a atividade dos osteoclastos e promover a dos osteoblastos.

Parecem verificar-se pelo menos quatro classes de sistemas de sinalizacdo derivados dos
osteoclastos, ou da sua atividade, responsaveis pelo inicio e desenvolvimento da etapa de formagao
ossea mas que comegam a manifestar-se na fase de reversao: a) fatores de crescimento e citoquinas
com efeito osteogénico contidos na matriz éssea e libertados durante o processo de reabsorgao
osteoclastica; b) fatores de crescimento sintetizados e secretados pelos proprios osteoclastos,
exercendo um efeito pardcrino nos osteoblastos; c) um contacto direto célula-célula entre
osteoclastos e osteoblastos; e d) alteragoes deixadas pelos osteoclastos na nanotopografia da

superficie 6ssea reabsorvida com reconhecida acao osteoindutora.

Com efeito, e de acordo com a alinea a), a matriz dssea representa um verdadeiro armazém
de citoquinas e fatores de crescimento em fase latente, produzidos pelos osteoblastos que sao
libertados e ativados na sequéncia do processo de degradagao osteoclastica. Neste ambito podemos
referir, entre muitos, o fator de transformagao  (TGFf), os fatores de crescimento insulino-
aparentados (IGF I e Il), o factor de crescimento fibroblatico (FGF), o factor de crescimento derivado
das plaquetas (PDGF), e as proteinas morfogenéticas osseas (BMPs).

Entre os fatores de crescimento sintetizados diretamente pelos osteoclastos, e referidos na alinea b),
estdo mais uma vez as TGFfs e as PDGFs. Também o fator osteoclastico esfingosina I-fosfato (SIP)

parece desempenhar um papel importante na fase de reversio (26). A sintese de S/P pelos
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osteoclastos estimula o recrutamento, migragao e sobrevivéncia das células da linha osteoblastica
(27).

Por outro lado, e em concordiancia com a alinea c) esta ja confirmada uma sinalizagdo direta
bidireccional entre osteoblastos e osteoclastos através de proteinas transmembranares presentes
nestas células, regulando simultaneamente a atividade de cada uma delas. Neste ambito, encontramos
o sistema Ephrin-Eph como mediador da interagao entre osteoclastos e osteoblastos (2,28,29).

A interagao entre as ephrin B2 (expressas nas membranas dos osteoblastos) e os seus recetores
EphB4 (presentes nos osteoclastos) requer um contacto fisico directo célula-célula (30), que
promove a diferenciagao osteoblastica e, a0 mesmo tempo, inibe a atividade osteoclastica.

Pode pois afirmar-se que os osteoclastos serao responsaveis, através da secrecao de clastoquinas,
como a S/P, pelo recrutamento das células osteoprogenitoras para os locais de reabsorcao,
estimulando ao mesmo tempo a sua diferenciagao através do sistema de Ehprinas (29).
Compreende-se, pois, que a simples presenca de osteoclastos, independentemente da sua capacidade
de reabsorcao, constitua um fator essencial nos mecanismos de osteogénese, produzindo fatores
ativadores da fungao osteoblastica. A nova geragio de agentes anti-reabsorgao (muito utilizada nas
situagoes de osteoporose) comega a ter em conta este facto, tentando nao atingir a sobrevivéncia
dos osteoclastos, ainda que bloqueiem a sua atividade reabsortiva (31).

Por fim, as alteragoes na nanotopografia da superficie éssea, efetuadas pelos osteoclastos, e referidas
na alinea d), parecem ter uma importancia determinante nos processos de adesao e diferenciagao das
células da linha osteoblastica (32). A este respeito, é impossivel deixar de referir que as concavidades
escavadas pelos osteoclastos constituem locais estratégicos e privilegiados para a formagao da matriz
ostedide e sua posterior mineralizagio. A geometria conformacional, dimensiao, composicao,
microarquitectura e ainda a nanoestrutura de superficie destas cavidades criam um microambiente
propicio ao aparecimento de um fenétipo osteoblastico. Estas lacunas parecem favorecer, ou mesmo
contribuir, para uma sequestracio de ides (nomeadamente calcio) e de fatores de crescimento e
outras proteinas com efeitos osteoindutores, estimulando ao mesmo tempo os processos de
angiogénese (33). Todos estes fatores terao uma influéncia determinante na coordenagao e transigao
equilibrada entre a fase de reabsorcao e formagao ossea.

Importa salientar que as células que caracterizam a fase de reversiao e que vao beneficiar da agao
osteo-indutora dos factores atrds mencionados, resultantes da atividade das células osteoclasticas,
nio sido osteoblastos maduros mas sim percursores de osteoblastos que colonizam as superficies
Osseas apos o desaparecimento dos osteoclastos. A origem das células que revestem o
compartimento de reabsor¢ao nao esta ainda esclarecida, podendo estas serem células endoteliais
transformadas (transformed endotelial cells) ou pericitos vascular (24). Ainda assim, a hipotese mais
aceite parece ser a de que as células da clpula sejam derivadas das células de revestimento ésseo,

que parecem encontrar-se, no entanto, num estadio muito precoce de desenvolvimento, podendo
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dar origem a grande parte das células que nesta fase vao diferenciar-se em osteoblastos. Para além
disto, € também de considerar a forte presenga de células osteoprogenitoras que chegam, nesta
altura, ao compartimento de reabsorgao provenientes de outras origens. Na verdade, no interior do
BRC parece existir uma grande proliferagao celular na regiao entre a superficie 6ssea e a clpula do
compartimento (34-36), atingindo nesta fase o seu maior pico (37), e a sua auséncia é coincidente
com a nao progressao para a fase de formagao (9,38-40).

A fase de reversao parece constituir uma das etapas mais delicadas do ciclo de remodelagao pois
qualquer perturbacao podera provocar um desequilibrio que, apesar de ténue, colocard em causa a
integridade do BRC.

Por ultimo, o preenchimento e reparagio da cavidade de reabsor¢io é naturalmente da
responsabilidade de osteoblastos maduros com origem nas células observadas durante a fase de
reversao e que, entretanto, beneficiaram de um processo de maturagao e ativagao.

Esta fase de formagao (F) consiste, pois, na sintese de matriz ostedide e na sua posterior
mineralizagao, tendo como resultado final a reconstrugao da lacuna de Howship com novo tecido
osseo ou de um cone de reabsorgao, dando origem ao aparecimento de um novo sistema de Havers.

O terminus da sequéncia de remodelagio parece ser também, tal como o seu inicio, da
responsabilidade dos ostedcitos. Foi ja demonstrado que os ostedcitos presentes na matriz ossea
recém sintetizada e mineralizada estio também envolvidos no processo de regulagio da fase de
formacao (através da sintese de diversas moléculas como a esclerostina) que determina a
diferenciagio dos osteoblastos secretores em células de revestimento ésseo, pondo fim ao ciclo de
remodelacao (29).

Pode, pois, afirmar-se que a reabsorcio e a formagio oOssea sio fenomenos que estao
intimamente acoplados, visto que o inicio da primeira estimula a atividade reparadora da segunda, de
modo a que a reabsorgao de uma certa quantidade de tecido 6sseo seja (em principio) substituido
pela mesma quantidade de novo osso (41).

Porém, ainda hoje, grande parte dos investigadores que se dedicam ao estudo do tecido
osseo continua a considerar o processo de reabsor¢io e formagao 6ssea, como se de mecanismos
separados se tratasse. Ainda que a associagio e alinhamento sequencial entre reabsorgao
(osteoclastica) e formagao (osteoblastica) raramente esteja afetada, o balango final em termos de
massa 6ssea pode variar consideravelmente. Como é sobejamente conhecido com o avancar da idade
e, sobretudo, em situagbes de osteoporose obtém-se um balanco final (entre formagio e
reabsorg¢ao) negativo. Estas situagoes repercutem-se também ao nivel do osso alveolar bem como no
tecido dsseo esponjoso da mandibula. Com efeito, durante a menopausa observa-se um aumento da
reabsor¢ido dos processos alveolares e uma diminuigdo da espessura da cortical, sobretudo a nivel do

angulo mandibular (42).
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De igual modo, a maior parte das doengas metabdlicas e inflamatérias que atingem o tecido dsseo
manifestam-se geralmente por perturbagées na dinamica da remodelagao resultando quase
invariavelmente, num decréscimo da massa 6ssea, associada a processos de reabsorc¢iao osteoclastica.

A este respeito importa referir que os processos de reabsor¢ao osteoclastica estao muitas
vezes associados a atividade e progressao de certas doengas, como é o caso da doenga periodontal,
podendo afetar seriamente o osso alveolar, ao provocar grandes areas de reabsor¢iao ossea (43). A
placa bacteriana e particularmente os LPSs (lipopolissacarideos componentes da superficie da parede
de algumas bactérias Gram negativas) constituem potentes endotoxinas que estimulam por si s (de
uma forma direta), ou através da expressao de citoquinas pré-inflamatoérias (de uma forma indirecta)
a atividade osteoclastica. A perda da radiopacidade tipica da lamina dura é muitas vezes interpretada
como uma imagem de marca da doenga periodontal crénica, traduzindo processos de reabsorcao
Ossea, associados a uma resposta inflamatoria.
Em sintese, pode afirmar-se que no processo de remodelagao ossea intervém duas atividades opostas
mas complementares, a reabsor¢ao, a cargo das células da linha osteoclastica, e a formagao do tecido
Osseo, a cargo das células da linha osteoblastica, funcionando em estreita coordenagao e integragao
(44).

O tecido 6sseo constitui, pois, um notavel material de construgiao, de natureza biolégica,
com a singular capacidade de edificar estruturas muito resistentes que se remodelam e repara a si

proprias.
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II. Compartimento de Remodelacdo 6ssea - estudo
experimental em modelo animal
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I. Objetivo

Tendo em conta a continua colaboragdao que desenvolvemos nos estudos essencialmente de
indole morfolégica no ambito de diversos trabalhos experimentais realizados para obtengio de teses
de mestrado integrado, mestrado e doutoramento e, dadas as limitagdes econémicas prementes para
levar a cabo um novo estudo experimental, decidimos observar com mais pormenor algumas das
laminas dos trabalhos acima referidos. De facto, a existéncia do compartimento de remodelagao
ossea ja tinha sido por nos detetada aquando a observagao cuidadosa dos cortes histoldgicos sem
contudo ter sido descrita pois encontrava-se fora do ambito dos estudos em questio.

Assim, a andlise qualitativa dos cortes histologicos teve como objetivo a detegao e identificagao
do compartimento de remodelagao 6ssea (BRC) nas areas de tecido osseo alveolar mandibular

incidindo fundamentalmente na observacao e registo das suas caracteristicas histomorfologicas.

2. Materiais e Métodos

2.1. Animal de experimentacao

Foram utilizados quatro caes (Canis familiaris) da raca Beagle de origem pura, nascidos e
criados para fins de investigagao, certificados pelo Colegio Officiaal de Veterindrios da Catalunya —
Barcelona, e adquiridos a Isoquimen, S.L. (Barcelona, Espanha), que constituiram os grupos controlo
dos trabalhos experimentais intitulados “Apexificacio e revascularizagago em dentes permanentes
imaturos — estudo experimental in vivo” (45) realizado pelo Prof. Paulo Palma e “Distragiao
osteogénica dento-ancorada — estudo experimental” (46) realizada pelo Prof. Francisco do Vale no
ambito dos seus respetivos trabalhos de doutoramentos.

Os animais tinham cerca de 14 meses de idade e pesos compreendidos entre os |15 e I8
quilogramas, apresentando todos uma identificagdo através de sistema de chips subcutineos

localizados na zona do dorso.

2.2. Manutencao e bem-estar animal

A rececgio, observagio, manutengio, manipulagido, cuidados e procedimentos cirdrgicos
foram efetuados no Hospital Veterinario da Universidade de Tras-os-Montes e Alto Douro, em Vila
Real, sob supervisao do Investigador Coordenador responsavel pelo Bem-estar Animal.

O estado de salde geral dos animais, a chegada a unidade hospitalar, foi avaliado por
veterinarios com experiéncia prévia e qualificagio na area de experimentagio animal. Excluidas
quaisquer patologias agudas ou cronicas, os animais foram mantidos num periodo de quarentena,
com observagao diaria, durante um intervalo de tempo nunca inferior a duas semanas. Todos os
animais permaneceram numa fase de ambientagdo as novas instalagdes, aos cuidadores e ao sistema

de controlo clinico durante aproximadamente |2 semanas, antes de qualquer intervengao.
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2.3. Colheita do material

Apods a eutanasia, as mandibulas foram retirados en bloc, apos disseccao meticulosa dos
tecidos moles em planos e excisados com uma serra mecanizada refrigerada. De seguida foram
separadas as hemimandibulas de cada animal, apds osteotomia da sutura sinfisaria e imersas em
formol neutro tamponado e posteriormente transportadas para o laboratorio.

Todo o material utilizado nos estudos histologicos foi processado no Laboratoério de Tecidos
Duros da Clinica Universitaria de Medicina Dentaria, da Faculdade de Medicina da Universidade de

Coimbra.

2.4. Processamento histolégico de material descalcificado

Depois de colocados em cassetes “histologicas” individuais, devidamente identificadas, as
pecas foram novamente colocadas em formalina tamponada a 10% a +4°C durante uma semana. Apés
o processo de fixagdo procedeu-se a descalcificacao das amostras.

A descalcificagao foi efetuada por imersao das amostras numa solugao de Morse (acido
formico a 50% + citrato de sodio a 20% em partes iguais), sob agitagao permanente, numa unidade de
agitacao (Jkika Labortechnik HS 501), durante um periodo minimo de oito semanas.

Apos a descalcificacao das amostras procedeu-se a sua desidratacao por sucessivas passagens
em solugdes crescentes de etanol, 50%, 70%, 90% e 100%, sob agitagdo permanente. Posteriormente
procedeu-se a fase de diafanizagdo em xilol (Xileno PA Panreac®), impregnagao e inclusio em
parafina (Paraplast® Regular), utilizando cassetes apropriadas (Kartell® Spa). Depois do processo de
inclusao, as amostras foram cortadas num micrétomo (Leica RM 2155), num plano proximal, em
cortes sequenciais de 7 um de espessura.

Os cortes foram em seguida secos em estufa a 37°C, durante cerca de |6h, sendo
posteriormente selecionadas e coradas com Hematoxilina e eosina (HE) ou com Tricromio Masson

(TM). Durante todo o processamento foi assegurada uma rigorosa identificagao das amostras.

2.5. Processamento histologico de material nao descalcificado

As amostras de material nao descalcificado foram preparadas segundo o protocolo
desenvolvido por Karl Donath do Instituto de Patologia da Universidade de Hamburgo, na Alemanha
(Donath e Breuner, 1982; Donath, 1995).

As amostras individuais foram fixadas através de imersio numa solucio de formaldeido a 10%
em tampao fosfato (pH 7,4) imediatamente apos a colheita e durante um periodo de 48 horas.
Posteriormente, e apos lavagem com agua corrente durante 30 minutos, iniciou-se o processo de
desidratagao através do protocolo preconizado por Karl Donath. Numa primeira fase realizaram-se

passagens numa série crescente de concentragoes de etanol (60%, 80%, 96% e duas vezes a 100%),
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numa unidade de agitacao e infiltragao (Exakt® 510), com agitagdo continua e com duragao de 30
dias para cada passo.

Posteriormente, procedeu-se a etapa de infiltragao, utilizando-se solugdes com graduacoes
crescentes de resina de metilmetacrilato (Technovit® 7200 VLC, Kulzer) em etanol (resina/alcool:
30/70%, 50/50%, 70/30%, e duas vezes a 100% de resina).

Finamente incluiram-se as amostras na mesma resina de metilmetacrilato (Technovit® 7200 VLC,
Kulzer) e foi realizada a fotopolimerizagao na unidade de polimerizagao (Exakt® 520), com sistema
de arrefecimento e em moldes plasticos.

As amostras incluidas nos blocos de resina sofreram de seguida um corte, na respetiva
unidade do sistema Exakt® (Exakt® 310 CP), consoante a orientagao pretendida para subsequente
preparagao da primeira lamina acrilica.

De cada amostra, foram obtidos trés cortes sagitais que envolviam o espago compreendido
entre o terceiro e o quarto pré-molar, com a seguinte correspondéncia:

I. Corte sagital vestibular;
Il. Corte sagital médio;
lll. Corte sagital lingual.

A espessura final de 50 uym foi obtida através de polimento calibrado com discos de diamante
de granulometria decrescente (800, 1000, 1200, 2500 e 4000; Hermes®, Alemanha) (Figura 2.50).
Todas as medigoes de controlo foram realizadas com micrometro digital (Mitutoyo® 2093, Digimatic
Micrometer, Japao).

Concluiu-se a fase laboratorial efetuando uma técnica de coloragiao com azul de Toluidina
dos tecidos duros representados na lamina final. Esta técnica, que utiliza um corante basico e cora os
componentes acidos em diversas gradagoes de azul, permite estabelecer uma boa distingdo entre

tecido osteoide e tecido dsseo mineralizado.

A observagao das laminas foi efetuadas com recurso a um microscépio de luz de campo claro
(Nikon® Eclipse 600, Toquio, Japao) e estereomicroscopio (Nikon® SMZ 1500, Téquio, Japao).
Estes dispositivos tém capacidade para acoplar equipamento fotografico convencional (Nikon® FDX
35, com sensor multiponto Nikon® U-Ill, Téquio, Japao), bem como camaras fotograficas digitais
(Optronics ® DEI 750D CE, Goleta, Califérnia, Estados Unidos da América e Nikon® Digital Camera
DXM-1200 C, Toquio, Japao) ligadas a computadores PC (Intel®Pentium™ Il e Intel®Core™ 2 Duo

Core™) com “software” para fotografia e analise de imagem (Nikon® ACT-1C, Toquio, Japao).
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3. Resultados
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3.1 Detecao de compartimentos de remodelaciao 6ssea presentes no tecido

osseo alveolar

O osso alveolar é constituido por areas de tecido 6sseo compacto (fig 3a e 3b) e por areas de
tecido 6sseo esponjoso (fig 4a e 4b), sendo considerado o local onde se verifica, em condi¢oes
fisiologicas, a mais alta taxa de remodelagio de todo o esqueleto. Esta notavel dinimica de
remodelagdao esta traduzida pela existéncia de inumeras linhas de reversao (fig 4b). Estas linhas de
reversao sio marcas indeléveis que definem uma nitida fronteira entre areas de tecido osseo
formadas por diferentes geragSes de osteoblastos. De igual modo, e refletindo a sua intensa
capacidade de remodelagao, foram também detetadas, no tecido &sseo que constitui o alvéolo
dentario, particularmente na apofise alveolar, numerosas areas de remodelagao em fase ativa.

Estas dreas em remodelagio apresentam no entanto caracteristicas bastante distintas,
considerando as regidoes onde se encontram. De facto, no tecido ésseo compacto observam-se
verdadeiros tuneis/cones de reabsorgao (fig 5-6), alguns apresentando tamanho e profundidade
consideraveis. Nas trabéculas de tecido 6sseo esponjoso os locais em reabsorciao (fig 7a e 7b)
apresentam-se como escavagoes superficiais e pouco profundas, muitas vezes bastante discretas,
observadas junto a medula 6ssea.

A identificagdo em microscopia de luz das regices em remodelagao baseou-se maioritariamente
na presenga de nitidas lacunas de reabsorgao com ou sem osteoclastos visiveis, ou na observagao de
uma camada de células osteoblasticas quase sempre acompanhadas de ostedide. Tendo em conta
que, como ja foi referido, os osteoclastos apresentam uma semivida bastante mais curta do que os
osteoblastos e a enorme diferenga de duragao das fases de reabsorgao e de formagao que compoem
o ciclo de remodelagao 6ssea, foi possivel encontrar a presenga de osteoblastos em muito maior
nimero de vezes. Foram ainda consideradas como areas em remodelagiao ativa, zonas onde as
lacunas de reabsorcao estavam ocupadas por populagoes celulares que nao apresentavam
caracteristicas tipicas de células osteoclasticas ou osteoblasticas, constituindo uma etapa intermédia

entre a fase de reabsorc¢ao e a de formagao, normalmente designada por fase de reversao.

Uma observacdo mais atenta das areas em remodelagido, com recurso a maiores ampliagdes,
permite-nos distinguir a existéncia de estruturas que reconhecemos/identificamos como
compartimentos de reabsor¢ao ossea.

O compartimento de remodelagio 6ssea apresenta-se no tecido 6sseo esponjoso como um
espaco (fig 8-10) fechado onde se encontram as células constituintes de uma BMU (nem sempre
faceis de identificar em cortes de parafina), sendo, no entanto, de salientar a presenca frequente de
osteoclastos e/ou osteoblastos localizados junto a superficie ossea. Este espago encontra-se

revestido exteriormente por uma fina camada em forma de clpula (canopy) formada por células

22



Compartimento de Remodelacio Ossea- estudo experimental em modelo animal | 2016

extremamente achatadas (muito semelhantes as células de revestimento &sseo) separando este
compartimento da medula 6ssea adjacente (fig lla e |lb). E também possivel observar a
continuidade desta canopy com as restantes células de revestimento presentes na superficie da
mesma trabécula (fig 12 e 13), mas em estado de repouso e que, por este motivo, permanecem em
intima ligagdo com a matriz 6ssea.

No caso do osso alveolar, observa-se entre as trabéculas de tecido 6sseo esponjoso a existéncia
de medula 6ssea amarela, com nitido predominio de células adiposas, nao sendo visiveis areas de
hematopoiese. Sera pertinente referir a existéncia de uma abundante rede capilar (fig 14-15)
localizada em estreita associagdo de proximidade a canopy que reveste os compartimentos de
reabsorc¢ao, sendo mesmo possivel verificar a presenca de inlmeros pontos de contacto entre os
capilares e as células de revestimento que a compoem.

Esta rede capilar, particularmente desenvolvida junto as superficies dsseas em remodelagao,
apresenta quase sempre um trajeto paralelo a canopy, acompanhando-a em quase toda a sua
extensao. Por sua vez, nas superficies osseas em repouso, a densidade de capilares presente é

incomparavelmente menor.

No tecido 6sseo compacto que forma o alvéolo dentario, o compartimento de remodelagao
ossea (fig 16-18) apresenta-se também como um espago que recobre as zonas de matriz mineralizada
(que formam as paredes de um cone de reabsor¢iao) e que estio a ser alvo de um processo de
remodelagao. Também aqui é possivel observar uma canopy formando o teto do compartimento em
questao, constituida por uma camada de células achatadas. A populagao celular que ocupa este
espago vai variando consoante a fase do ciclo de remodelagio em que se encontra. Tal como
referido anteriormente, a proximidade de vasos sanguineos é sempre uma constante, mostrando em

geral um percurso paralelo a canopy.

Figura 3- Imagem histolégica de uma regido do tecido dsseo cortical do osso alveolar onde sdo visiveis

inimeros sistemas de Haver e respetivos canais de Havers. Azul de Toluidina, 20x no original.
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Figura 4 — A- Aspeto histolégico de uma regido de tecido 6sseo esponjoso do osso alveolar. E ainda visivel a presenca
de abundante ostedide na area mais periférica da trabécula bem como a presenga de sinais de remodelagao 6ssea. B-

linhas de reversio traduzindo uma intensa remodelagao ossea visivel ao nivel do tecido 6sseo esponjoso (setas). Azul

de Toluidina, 40x e 100x no original, respetivamente.

Figura 5 — A e B — Aspeto histologico de um cutting/filling cone no tecido dsseo cortical com tamanho e profundidade

consideraveis, apresentando varias estruturas vasculares (V) localizadas mais ao menos centrais, uma quantidade

abundante de ostedide e uma camada de osteoblastos ativos. Azul de toluidina, 40x no original.
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Figura 6 — Imagem histologica de um cutting/filling cone no tecido 6sseo compacto. E possivel identificar a presenca de

osteoclastos (OC) na regido mais superior da imagem enquanto, na area oposta, se identifica a presenga de células

osteoblasticas (Ob) e de ostedide. Azul de toluidina, 400x no original.

Figura 7a e 7b (faltam)

25



Compartimento de Remodelacio Ossea- estudo experimental em modelo animal | 2016

Figura 8 — Aspeto histologico do compartimento de remodelagiao 6ssea no tecido 6sseo esponjoso. De facto verifica-
se a criagdo de um espago fechado, onde se encontram células osteoblasticas, com a formagdo de uma clipula que

mantém a sua continuidade com as células de revestimento 6sseo. H.E 400x no original

\\4

Figura 9- Aspeto em microscopia de luz de um compartimento de remodelagio Ossea, localizado na superficie de uma
trabécula 6ssea, delimitado por uma camada de células achatadas, linning cells (seta), que o separam do meio externo.

De notar a proximidade do capilar sanguineo (C) as linning cells. H.E.000x no original

Figura 10 — Imagem histoldgica de um compartimento de remodelagido 6ssea pondo em evidéncia a estreita relagiao
espacial dos vasos sanguineos com as células da canopy. De facto, parece existir uma penetragido do capilar sanguineo

no BRC através das linning cells. Osteoblastos ativos e ostedide sao facilmente identificaveis no interior do BRC. TM

400x no original.
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Jd

Figura Il — Pormenor da fina camada em forma de cupula (canopy) formada por células extremamente achatadas

(muito semelhantes as células de revestimento dsseo) separando este compartimento da medula dssea adjacente. De

notar o contacto direto dos osteoblastos com a superficie dssea. H.E. 400X e 1000 x no original, respetivamente.

Figura 12 - Aspecto em microscopia de luz de um compartimento de remodelagdo 6ssea, localizado na superficie de
uma trabécula ossea, delimitado por uma camada de células achatadas, linning cells (seta), que o separam da medula

ossea adjacente. E visivel ainda a existéncia de medula 6ssea amarela, com nitido predominio de células adiposas, nao

sendo visiveis areas de hematopoiese. H.E, 100x no original
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Figura 13 — Maior ampliagdo de uma regido representada na imagem anterior. Pormenor da zona onde se inicia
o levantamento das células de revestimento osseo, nitidamente com uma fenétipo de células achatadas,

formando o espago confinado para que processos de remodelagio dssea ocorram sem interferéncias. H.E, 400x

no original
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Figura 15 — Aspeto morfoldgico do compartimento de remodelagdo dssea em fase de formagao. A- Observa-se o
trajeto paralelo e em intimo contacto dos capilares sanguineos com as células da canopy em toda a sua extensio. E

ainda visivel a presenca de osteoblastos e ostedide. B- Detalhe da proximidade e percurso paralelo das células da

parede do capilar com as células da canopy. T.M, 400x, 1000x no original, respetivamente.

Figura 16 — Aspeto morfolégico do compartimento de remodelagiao 6ssea no tecido 6sseo compacto do alvéolo
dentéario. Observa-se a proximidade dos capilares sanguineos com as células da canopy em toda a sua extensao. E
notodria a evolugdo das células osteoblasticas, de um fenétipo mais plano para células mais cubicas, bem como da

quantidade de ostedide depositada ao longo da superficie 6ssea em remodelagio. H.E, 100x no original.
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Figura 17 — Detalhe do compartimento de remodelagdo 6ssea em fase de reversiao no tecido 6sseo compacto.

Azul de Toluidina, 400x no original.

Figura 18 - Aspeto em microscopia de luz de um compartimento de remodelagio ossea, localizado numa

BMU no tecido o6sseo cortical. A - As células achatadas junto dos glébulos vermelhos demarcam o limite
externo, a clpula, do BRC. E também visivel a presenca de um osteoclasto (Oc) e de osteoblastos (Ob) bem
como de uma populagdo celular com um fenétipo nio completamente definido no interior do compartimento.
B — Maior ampliagio de uma regido da imagem anterior evidenciando a proximidade dos capilares com a

parede externa da clpula e de células com fenétipo osteobldstico em contacto direto com o ostedide. TM,

100x e 400x no original, respetivamente.
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3.2 Identificacdao de diferentes etapas do ciclo de remodelacdo dssea

Para além da detecao de numerosos compartimentos de remodelagao no tecido osseo que
compoe o alvéolo dentario, foi também possivel identificar as diferentes etapas que constituem o
ciclo de remodelagao 6ssea, tendo por base as caracteristicas morfoldgicas das células localizadas
junto a matriz 6ssea em remodelacio.

A figura 19a mostra um BRC numa fase de reabsor¢ao sendo possivel reconhecer, na superficie
da matriz 6ssea que forma a parede de um cone de reabsorcao, a existéncia de varias lacunas de
Howship, bem como a presenca de varios osteoclastos. E também percetivel a existéncia de outras
células, incluindo as células de revestimento da canopy e a proximidade de um vaso sanguineo. Na
figura 19b observa-se, com mais detalhe, uma confluéncia de varios osteoclastos, formando células
gigantes multinucleadas, localizadas em cavidades por elas escavadas na superficie da matriz 6ssea. E
ainda possivel identificar uma nitida interface, entre o osteoclasto e a matriz mineralizada,
demarcando o local onde ira surgir uma linha cimentante. E possivel verificar também a existéncia de
varias zonas adjacentes a matriz mineralizada, contendo um material de aspeto fibrilar que devera
corresponder a matriz organica (maioritariamente colagénio) ainda nao completamente digerida.

Nas figuras 20 e 21 é possivel verificar em varias areas de tecido 6sseo compacto, a diversidade
celular e riqueza vascular existente num compartimento de remodelagio em fase de formagao éssea.
Com efeito, para além de uma zona de matriz ostedide, é visivel uma extensa camada de células
osteoblasticas, uma complexa profusao celular e uma intrincada rede capilar que no seu conjunto
formam uma BMU.

Também as figuras 22-24 mostram, na superficie de trabéculas de tecido osseo esponjoso, a
existéncia areas de remodelagao em fase de formagao oOssea caracterizadas pela presenga de células
osteoblasticas, adjacentes a matriz ostedide por elas elaborada, recobertas por um compartimento
de remodelagdo. Neste compartimento, é possivel observar as células de revestimento que formam a
canopy, para além de outras, de dificil identificacio em microscopia de luz. E ainda possivel verificar a

proximidade de capilares sanguineos, mostrando um trajeto paralelo a canopy.

Ainda que o processo de reabsor¢ao e de formagao ossea sejam considerados fenomenos
intimamente ligados, visto que o mecanismo de reabsorgao osteoclastica estimula a atividade
reparadora osteoblastica e que os osteoblastos, ou as suas células percursoras sejam recrutados
exatamente para os locais onde previamente se verificou um processo de reabsorcao, estes dois
tipos de células raramente estao presentes em simultineo na mesma superficie dssea. De facto,
verifica-se um intervalo de tempo de varias semanas entre o desaparecimento dos osteoclastos e o
aparecimento de osteoblastos no mesmo local. Este periodo intermediario, ainda mal esclarecido, é

geralmente classificado como uma fase de reversao e caracterizado pela presenga de uma diferente
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populagao celular. Assim, num compartimento de remodelagao 6ssea em fase de reversao, podemos
identificar numerosas células alongadas com nucleo achatado, de certo modo semelhantes as células
de revestimento, porém apresentando-se mais volumosas e em maior nimero. As figuras 25-27
documentam bem o que acabamos de descrever pondo em evidéncia varios compartimentos de
remodelacio Ossea em fase de reversio, muito bem definidos, contendo no seu interior inimeras
células alongadas que, no entanto, se diferenciam das células de revestimento da canopy. A
proximidade entre estas células e as células endoteliais dos vasos sanguineos que se situam em seu
redor é notoria (figuras 26 e 27). De referir ainda que estas células apresentam-se com frequéncia
bem mais achatadas quando localizadas proximo de células osteoclasticas, apresentando um aspeto
mais cuboide quendo perto de superficies em fase de formagao. Parecem, pois, formar uma ponte

celular de ligagao entre osteoclastos e osteoblastos.
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Figura 19 — Aspeto histoldgico de um compartimento de remodelagio em fase de reabsor¢io. A- E percetivel na
superficie da matriz 6ssea que forma a parede de um cone de reabsorgao, a existéncia de varias lacunas de Howship, bem
como a presenca de vérios osteoclastos (OC). E também evidente a existéncia de outras células, incluindo as células de
revestimento da canopy e a proximidade de um vaso sanguineo. B- Detalhe da confluéncia de varios osteoclastos,
formando células gigantes multinucleadas, localizadas em lacunas de Howship. E ainda possivel identificar uma nitida

interface, entre o osteoclasto e a matriz mineralizada, demarcando o local onde ira surgir uma linha cimentante. Azul de

Toluidina, 100x e 1000x no original, respetivamente.

Figura 20 — Aspeto histologico de um compartimento de remodelagdo em fase de formagdo 6ssea. De notar a enorme
diversidade celular e uma intrincada rede capilar que no seu conjunto formam uma BMU. Azul de Toluidina, 20x no

original
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Figura 21 — Maior ampliagdo de uma regido da imagem anterior mostrando em detalhe a enorme diversidade

celular e uma intrincada rede capilar que no seu conjunto formam uma BMU. Além disso para além de uma zona

de matriz osteoide, é visivel uma extensa camada de células osteoblasticas. Azul de Toluidina, 100x no original

= .

Figura 22 — Pormenor histolégico do compartimento de remodelagdo dssea na superficie de trabéculas de

tecido 6sseo esponjoso. Ambas as imagens demonstram dareas de remodelagio em fase de formagio Ossea
caracterizadas pela presenca de células osteoblasticas, adjacentes a matriz ostedide por elas elaborada,

recobertas por um compartimento de remodelagdo. Azul de Toluidina, 1000x no original
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Figura 23 — A- Proximidade do vaso sanguineo (V) com o compartimento de remodelagio 6ssea em fase de
formacgao. B- Pormenor do BRC — Osteoblastos em contacto direto com o ostedide por eles produzido e,
localizada acima dos osteoblastos, sio visiveis células achatadas pertencentes a cupula do BRC. Azul de Toluidina,

400x e 1000x no original, respetivamente.

Figura 24 — Detalhe de um compartimento em remodelagdo 6ssea na fase de formagao. A- Pormenor das células

de revestimento que formam a canopy em intimo contacto com os osteoblastos. B — No compartimento é possivel
identificar os osteoblastos para além de outras, de dificil identificagdo em microscopia de luz. Azul de Toluidina,

1000x no original
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Figura 25 — Aspeto histologico de compartimentos de remodelagdo 6ssea em fase de reversio, muito bem
definidos, contendo no seu interior inumeras células alongadas que, no entanto, se diferenciam perfeitamente das

células de revestimento da canopy. De notar também a integracdo do ostedcito na matriz 6ssea. Azul de Toluidina,

400x no original

Figura 26 — Pormenor de compartimentos de remodelagio o6ssea em fase de reversio. No interior do
compartimento sdo visiveis células achatadas, em proximidade quer com a matriz éssea quer com as células da
canopy. A proximidade entre estas células e as células endoteliais do vaso sanguineo que se situam na regido central é

notodria. Azul de Toluidina, 400x no original
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Figura 27 — Compartimento de remodelagio 6ssea em fase de reversio. A- Presenga de numerosas células
alongadas com nucleo achatado. Observa-se, ainda, o trajeto paralelo do vaso sanguineo em relagdo as células da
canopy. B- E possivel identificar numerosas células alongadas com ntcleo achatado, de certo modo semelhantes as

células de revestimento, porém apresentando-se mais volumosas e em maior niumero no interior do compartimento.

Azul de Toluidina, 200x, 400x no original, respetivamente.
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3.3 Detecdao de compartimentos de remodelacido presentes na dentina e cemento

De modo semelhante ao que observamos nas regioes de tecido 6sseo em remodelagao, também
nas zonas de remodelagio de cemento e dentina, foi possivel identificar uma estrutura em tudo
idéntica ao compartimento de remodelagao o6ssea. Porém, as areas de reabsorgao da dentina,
adjacentes ao cemento, sao reparadas apenas com formagao de novo cemento, e niao de dentina.
Uma vez que a constituicio histologica do cemento é muito idéntica a do tecido 6sseo, seria
previsivel que o seu processo de remodelagio apresentasse também caracteristicas muito
semelhantes. Com efeito, para além de zonas de reabsor¢io do cemento que podem atingir a
dentina, pudemos identificar a existéncia de compartimentos de remodelagdo, revestidos por uma
canopy e em estreita proximidade de vasos sanguineos.

Na figura 28 é possivel observar uma zona de reabsorcio de cemento que atinge a dentina,
formando um compartimento revestido por uma camada de células achatadas que consideramos
como uma canopy.

Uma fase correspondente a fase de formagao ossea foi também reconhecida no processo de
remodelagao do cemento. Com efeito, as figuras 29 e 30 péem em evidéncia a existéncia de um
compartimento de remodelagao junto a uma area de cemento recoberta por cementoide e por
cementoblastos. A figura 30 permite observar com mais pormenor as células da canopy, o espago
ocupado pelo compartimento e uma camada de cementoblastos (muito semelhantes a osteoblastos),
adjacente a uma zona de cemento nio mineralizado. E também possivel observar uma faixa de matriz
mineralizada de cemento e uma zona de dentina com tubulos dentinarios.

A figura 31 mostra também uma area de reabsorgao na dentina e no cemento, ocupada por um
espago onde sao visiveis diferentes tipos de células, bem como um vaso sanguineo apresentando no
seu conjunto um processo muito semelhante ao que se verifica nos cones de reabsorgao,
caracteristicos do tecido 6sseo compacto. Neste corte, € no entanto dificil distinguir as células de
revestimento da canopy das células endoteliais do vaso sanguineo. A populagao celular adjacente a
superficie da dentina e do cemento, sem possibilidades de métodos imunocitoquimicos, é de dificil
caracterizagdo. Todavia, por comparagio com o tecido Osseo, pode ser classificada como um

compartimento de remodelagao em fase de reversao.
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Figura 28 — Compartimento de remodelagido 6ssea em fase de reabsorcio localizado na superficie radicular externa.

E notéria a zona de reabsor¢ao de cemento que atinge ja a dentina, formando um compartimento revestido por uma

camada de células achatadas que consideramos como uma canopy. Azul de Toluidina, 400x no original

Figura 29 — Aspeto histoldgico de um compartimento de remodelagio 6ssea em fase de formagio localizado na
superficie radicular externa. E facilmente identificivel a presenca de uma area de cemento recoberta por cementdide
e por cementoblastos limitados por uma fina linha que correspondera as células da canopy. Azul de Toluidina, 1000x

no original

39



Compartimento de Remodelacio Ossea- estudo experimental em modelo animal | 2016

Figura 30 — Detalhe de uma darea de cemento recoberta por uma zona de cemento nio mineralizado e por
cementoblastos limitados externamente pelas células da canopy. E também possivel observar uma faixa de matriz
mineralizada de cemento adjacente a uma zona de dentina com tubulos dentinarios. Azul de Toluidina, 1000x no

original

Figura 31 — Compartimento de remodelagio em fase de reversio. E possivel observar uma area de reabsorcio na
dentina e no cemento, ocupada por um espago onde sdo visiveis diferentes tipos celulares, bem como um vaso

sanguineo. No entanto é dificil distinguir as células de revestimento da canopy das células endoteliais do vaso

sanguineo. Azul de Toluidina, 1000x no original
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4. Discussao
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O envolvimento direto das estruturas vasculares no desencadear dos fenoémenos de
reabsorcao ossea e na sua manutengao nao esta ainda completamente esclarecido mas sao cada vez
mais as evidéncias que apontam neste sentido.

Uma ativagdo dos mecanismos de angiogenese e a aproximagao e/ou adesao de capilares
sanguineos as células de revestimento de uma regiao da superficie 6ssea que vai necessitar de um
processo de remodelacao parece constituir um dos primeiros sinais de ativacdo de um ciclo de
remodelacao. Este facto, que assinala a conversao de uma superficie 6ssea de um estado quiescente
para um estado ativo de remodelagio, é acompanhado por alteragdes na morfologia e
comportamento das suas células de revestimento. Assim, verifica-se uma retragio e um
destacamento destas células, afastando-se da respetiva matriz 6ssea mineralizada, ao mesmo tempo
que se processa a digestio da camada de endodsteo subjacente, dando inicio a formagao de uma
canopy e ao desenvolvimento de um compartimento de reabsorcao. As células que constituem a
canopy sao, confirmadamente, células da linha osteoblastica que expressam a maioria dos marcadores
caracteristicos do fenotipo osteoblastico, mas que se apresentam num estadio muito precoce de
diferenciagao, mostrando inclusive um indice de proliferagao superior a 10 %.

Estes processos sio acompanhados por uma forte migragao e recrutamento de células pré-
osteoclasticas dirigindo-se exatamente para a regiao em causa e por um refor¢co dos mecanismos de
osteoclastogénese. A superficie da matriz 6ssea desnudada e exposta atrai fortemente as células
percursoras dos osteoclastos contribuindo ainda para a sua maturagao e ativagao. Com efeito, s6 em
contacto direto com a matriz 6ssea mineralizada é que os pré-osteoclastos se fundem formando
células multinucleadas capazes de uma verdadeira atividade de reabsorciao. As células da linha
osteoclastica podem alcancar o compartimento de reabsor¢ao por diapedese através das células da
canopy ou migrarem através de zonas livres resultantes da retragao das células da canopy. No caso
das trabéculas do tecido 6sseo esponjoso, a proximidade da medula éssea deixa antever uma grande
facilidade de acesso das células percursoras dos osteoclastos e osteoblastos ao BRC. Porém no
tecido 6sseo compacto serdo os capilares sanguineos, presentes nos canais de Havers, as Unicas vias

capazes de conduzir estas células para as areas que delas necessitam.

Os pré-osteoclastos vao encontrar no BRC um ambiente ideal e uma concentragao adequada
de factores osteoclastogenicos, sendo, muito provavelmente, as células de revestimento da canopy
(porque constituem células da linha osteoblastica) as principais responsaveis pela sintese de M-CSF e
de RANKL. A presenca destas citoquinas no interior do BRC constitui um dos mais importantes

fatores responsaveis pela diferenciagao e ativagiao osteoclastica.

Porém, como ja foi referido, os ostedcitos nao estao alheios a este processo. De facto, os

osteocitos comprometidos ou danificados podem estimular, ainda que de forma indireta, a produgao
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de RANKL nas células de revestimento (através de gap junctions), ou mesmo nas células do estroma
presentes em territorios adjacentes, como € o caso da medula dssea no tecido 6sseo esponjoso.

Por sua vez, os ostedcitos em apoptose podem, eles proprios, também ser capazes de
sintetizar RANKL tendo até sido considerados como a maior fonte de RANKL no tecido 6sseo
sempre que se inicia um processo de remodelagao. Neste contexto, importa referir que nas zonas
que requerem uma remodelagao, ou reparagao, foi detetado um aumento significativo na expressao
de VEGFs pelos osteécitos, influenciando, deste modo, os mecanismos de angiogénese.

Estas duas estruturas (vasos sanguineos e canopies) parecem realmente funcionar em conjunto,
constituindo uma importante unidade de apoio, nutricao e abastecimento celular e metabdlico ao

compartimento de remodelagiao Ossea.

A grande densidade de capilares observada junto as canopies seguindo um percurso paralelo
constitui uma ampla interface entre estas duas entidades. Esta situacao permite uma grande superficie
de contacto entre capilares e canopies, constituindo certamente um local privilegiado de comunicagao
entre estruturas vasculares e compartimentos de remodelagao. Na formagao e desenvolvimento dos
cones de reabsorgao 6ssea, observados no tecido 6sseo compacto, o vaso sanguineo cresce a mesma
velocidade que a BMU avanga (25 pm por dia), situando-se usualmente a nao mais de 100 pm de
distancia quer da zona de reabsorgao, quer da zona de formagao éssea.

De facto, o BRC tem sido frequentemente considerado como uma estrutura vascular, sendo varias
as representagoes esquemadticas em que se propde a comunicaciao direta de um capilar sanguineo
com o espago do compartimento, localizada a nivel da canopy. Todavia, um estudo realizado com
recurso a microscopia electronica REF revelou que capilares e células de revestimento da canopy sio
estruturas fisicamente independentes, mostrando, no entanto, algumas regides onde se verifica uma
muito estreita proximidade. Foi também demonstrado nesse estudo que os capilares adjacentes as
zonas de remodelagao 6ssea, mesmo no caso de trabéculas osseas do tecido 6sseo esponjoso, sao
constituidos por uma camada continua de células endoteliais, nao podendo, por isso, ser
considerados como sinusoides. Este trabalho revelou também que a parede dos capilares em questao
apresentava, em redor da camada de células endoteliais, uma bainha de células consideradas como
pericitos, que durante as fases de remodelagao se encontram expostos a uma alta concentragao de
fatores de crescimento provenientes, quer do compartimento de reabsorcao, quer sintetizados pelas
células endoteliais. Estas células apresentam inimeras capacidades de diferenciagio, mostrando
nomeadamente um forte potencial osteogénico. Existem fortes evidéncias que os pericitos prestam
uma forte contribuicdo nas respostas osteogénicas, relacionadas com estimulagdes eléctricas,
manipulagoes ortodonticas, reparagoes da sutura palatina e processos de ossificagao em locais
heterotopicos. Esta regiao perivascular pode pois representar um importante reservatério de células

osteoprogenitoras que podem facilmente ser recrutadas para a canopy ou para o interior do
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compartimento e, consequentemente, colonizar as superficies osseas. Este facto poder-se-a verificar
sempre que se observe uma estreita proximidade entre capilares e canopies.

Foi também detetado um alto indice de proliferagao celular, acompanhando as regioes
adjacente as areas de remodelagao, ou seja, nos locais de convergéncia entre capilares e
compartimentos. Estas regides podem, pois, ser consideradas como verdadeiras plataformas
angio/osteogénicas. De facto, uma vez iniciada a formacio do compartimento de remodelacao, as
células da canopy parecem encontrar-se numa posi¢ao ideal no que respeita a exposicao de fatores
mitogénicos e osteogénicos provenientes, quer do interior do BRC, quer das regices adjacentes. Por
sua vez, sera durante a fase de reversao, ou seja, durante o tempo que medeia entre o final do
processo de reabsorcao e o inicio do processo de formagio ossea que o gradiente de citoquinas,
fatores de crescimento e de diferenciacao devera atingir a sua concentragao maxima no interior do
BCR. Este facto ira facilitar o recrutamento de células osteoprogenitoras para o local deixado vazio
pelas células osteoclasticas, promovendo ao mesmo tempo a sua proliferagio e permitindo a sua
maturacao no sentido de osteoblastos maduros. Parece ser determinante também a obtencido de
uma alta densidade celular a nivel das superficies reabsorvidas, de modo a atingir uma “massa critica”
de células osteoblasticas capaz de dar inicio a sintese de matriz 6ssea. Neste ambito foi também
reconhecido que as células da canopy constituem um reservatorio de progenitores osteoblasticos
prontos a ser recrutados para as superficies em reversao. Deste modo, foi demonstrada a existéncia
de um gradiente entre as células da canopy e as superficies 6sseas em reparagao, caracterizado por
um aumento no seu estadio de diferenciagio e um decréscimo nos indices de proliferagao. Este
recrutamento é apontado como um pré-requisito necessario ao inicio do processo de formagao
ossea.

Pode admitir-se, pois, que o desaparecimento ou perda da canopy numa fase de reversao,

para além de perturbar drasticamente o equilibrio dentro do compartimento, ira comprometer
definitivamente o recrutamento das células pré-osteoblasticas e, deste modo, parar o ciclo de
remodelacao.
Nas situagcoes em que se observa uma paragem no processo de coupling, a fase de reversao apresenta
uma baixa densidade de células, quando comparada com uma fase de reversao activa, que por sua vez
se mostram muito mais achatadas, ou seja, muito semelhantes as células de revestimento das
superficies em repouso.

As células de revestimento do compartimento de remodelagio Ossea assumem assim uma

importancia critica na reconstrugao das areas reabsorvidas.
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I1l. Resumo
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A remodelagao 6ssea representa a mais notavel resposta do tecido 6sseo, tendo atras de si uma
complexa maquinaria celular que por sua vez estd sujeita a acgdo de numerosos factores de
regulagao. De sublinhar ainda que o mecanismo de remodelagiao é um processo altamente localizado.

O ciclo da remodelagao 6ssea compreende uma série ordenada de eventos que vao converter
uma superficie em repouso numa zona em remodelagio seguindo uma sequéncia imutavel de
activagao (A)—> reabsorcao (R)» formacao (F). A remodelagao dssea consiste, pois, num processo
pelo qual é eliminado uma area de tecido 6sseo que sera substituida por outra, com pouca ou
nenhuma alteracao da massa Ossea.

Pode, pois, afirmar-se que a reabsorcao e a formagao Ossea sao fendmenos que estao
intimamente acoplados, visto que o inicio da primeira estimula a actividade reparadora da segunda,
de modo a que a reabsorcao de uma certa quantidade de tecido 6sseo seja (em principio) substituido
pela mesma quantidade de novo osso.

De facto, considerando que na sequéncia de remodelagio, a fase de formagao (da

responsabilidade das células osteoblasticas) é sempre precedida por uma fase de reabsorgio (da
responsabilidade osteoclastica), continua por esclarecer o modo como se procedera esta transigao
ou reversao. Sera que os osteoclastos podem desencadear a diferenciagio dos osteoblastos,
representando assim os osteoclastos um factor essencial para a diferenciagao osteoblastica ?
Para esta questio, existem diversas possibilidades de resposta, nomeadamente: a) a existéncia de
factores de crescimento sintetizados pelos osteoclastos, exercendo um efeito paracrino nos
osteoblastos; b) a accao de factores de crescimento e citoquinas com efeito osteogénico contidos na
matriz ssea e libertados aquando do processo de reabsorgao osteoclastica e c) um contacto directo
célula-célula entre osteoclastos e osteoblastos.

Ainda que a associagdo e alinhamento sequencial entre reabsorgao (osteoclastica) e formagao
(osteoblastica) raramente esteja afectada, o balango final em termos de massa 6ssea pode variar
consideravelmente. Como é sobejamente conhecido com o avangar da idade e, sobretudo, em
situagoes de osteoporose obtém-se um balanco final (entre formagao e reabsorgao) negativo.

De facto, a maior parte das doengas metabdlicas e inflamatorias que atingem o tecido 6sseo
manifestam-se geralmente por perturbacées na dindmica da remodelagio resultando quase
invariavelmente, num decréscimo da massa Ossea, associada a processos de reabsorgao osteoclastica.

Convém referir, como nota final, que toda a actividade celular do ciclo de remodelagao 6ssea

sera protegida por uma estrutura desenvolvida para o efeito.

skeksk
Hauge et al. (2001) foram os primeiros investigadores a apontar para a existéncia de um

compartimento de remodelagao 6ssea, como uma entidade real, ainda que transitoria, demonstrando

histologicamente a sua existéncia.
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Estes investigadores verificaram também que as células constituintes da sua canopy expressavam
a maioria dos marcadores caracteristicos do fenotipo osteoblastico (fosfatase alcalina, osteocalcina e
osteonectina), sendo muito provavelmente linning cells &sseas. Este estudo veio também levantar a
hipotese de este compartimento poder constituir uma estrutura vascular especializada.

Mais tarde, varios outros trabalhos [7][14] demonstraram uma estreita associagcao dos capilares
a canopy, concluindo também que a integridade do BRC é um pré-requisito essencial para a
remodelacao e formacao 6ssea.

O microambiente medular em redor do BRC constitui, logicamente, uma das principais fontes
das células constituintes das BMUs. Porém, importa sublinhar que a medula 6ssea nao sera a Unica
origem destas células. De facto, varios capilares sanguineos penetram a canopy, actuando também
como uma via para o transporte de células necessarias a BMU.

O vaso sanguineo constitui uma estrutura sempre presente e estrategicamente localizada em
todas as BMUs, uma vez que a formagiao de novos vasos sanguineos esta intimamente relacionada
com os processos de osteogénese e ossificacao, quer intramembranosa, quer endocondral.

Por outro lado, é cada vez mais evidente a existéncia de uma linhagem comum entre células
vasculares endoteliais e células da linha osteoblastica. Com efeito, os osteoblastos encontram-se
sempre na proximidade de células endoteliais, e a invasao vascular constitui um pré-requisito para a
formacao, remodelacio e regeneragao oOssea.

Em relagdo as células osteoblasticas, apenas um reduzido nimero de células desta linha foi
detectado, até ha bem pouco tempo, na circulagio periférica. Todavia, com a possibilidade de
identificacao destas células através de meios tecnologicos mais sofisticados ( citometria de fluxo e cell
sorter analysis), permitiu encontrar e caracterizar uma expressiva percentagem de células da linha
osteoblastica no sangue periférico.

Em sintese, estudos recentes vieram demonstrar que a remodelagio Ossea, tanto no tecido
osseo cortical como trabecular, tem lugar em estruturas vasculares especializadas para o efeito — o
Compartimento de Remodelagio Ossea (BRC).

Segundo este modelo, as células precursoras dos osteoblastos chegarao ao BRC a partir nao
directamente da medula 6ssea (o que nao seria possivel, uma vez que o tecido 6sseo cortical se situa
em locais distantes desta), mas a partir de capilares sanguineos que invadem o BRC. Com efeito, as
células da linha osteoblastica podem entrar no BRC através da circulagao sanguinea ( capilar aferente),
ou provenientes de células das estruturas perivasculares (péricitos) ou ainda das proéprias células
endoteliais.

Assim sendo, a possibilidade de se efectuar a identificagao e colheita destas células e sua
posterior expansao por cultura apresenta-se como uma promissora ferramenta para a elaboragao de

futuros tratamentos de patologias relacionadas com o metabolismo do tecido 6sseo.

48



Compartimento de Remodelacio Ossea- estudo experimental em modelo animal | 2016

IV. Abstract
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Bone remodelling represents the most notable response of the bone tissue, as it is supported by
a complex cellular machinery which is under the influence of numerous regulation factors.
Furthermore, the mechanism of bone remodeling is a strictly localized process.

The bone remodelling cycle comprehends a series of organized events that will convert a resting
surface in a remodeling area, following an immutable sequence of activation (A) >resorption (R) =2
formation (F). Therefore, the processo f bone remodelling consists in the elimination of a certain
area of bone tissue that will be replaced by another, with little or none alterations of bone mass.

This way, it is plausible to state that bone resorption and formation are events which are closely
attached, as the beginning of the first one stimulates the repairing activity of the second, in the way
that the resorption of a certain amount os bone tissue shall be replaced by the same amount of new
bone.

Truthfully, considering the fact that in the sequence of bone remodeling the formation phase
(performed by osteoblastos) is always preceded by a resorption phase (performed by osteoclastos),
the way in which the transition ou reversion takes placed is still widely unknown. Can osteoclastos
trigger osteoblast differentiation, representingan essential factor for osteoblastica differentiation ?

There are multiple possibilities of answers to this question, namely: a) the presence of growth
factors produced by osteoclastos will have a paracrine effect on osteoblastos; b) the action of growth
factors and cytokines with osteogenic potential present within the bone matrix are released with the
beginning os osteoclastica resorption and c) a direct cell-to-cell contact between osteoclastos and
osteoblastos.

Despite the alignment and association between bone resorption and formation is rarely affected,
the final balance concerning the level of bone mass can vary considerably. As it is conventionally
accepted, with the aging process and in situation of bone disease, such as osteoporosis, the final
balance between bone resorption and formation tends to be negative.

Furthermore, mosto of inflammatory and metabolic diseases that hit bone tissue usually manifest
themselves by disturbances in the dynamics of the remodeling process, resulting almos invariably in a

decrease in bone mass, associated with osteoclastic resorption.

It is also important to stress out that all cellular activity within the bone remodeling cycle has to
be protected by a specific structure created for that matter-.

Hauge et al (2001) were the first investigators to point out the existence os a bone remodeling
compartment as a real and temporary entity, demonstrating its existence histologically.

These investigators also verified that the cells which formed is canopy expressed the majority os
the markers characteristic of the osteoblastica phenotype (alkaline phosphatase, osteocalcine and
osteonectine), most likely being bone linning cells. These investigations also raised the hypothesis that

this compartment may very well form a specialized vascular structure.
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Later on, numerous investigations [7][14] demonstrated as well that there is a strict association
between blood capillaries and the bone remodeling compartment’s canopy, concluding that the
integrity of the BRC itself is also a pre-requirement fundamental for bone remodeling and formation.

The marrow microenviroment surrounding the BRC is one of the main sources of cells that form
the BMU. In spite of this, it is important to state that the bone marrow is not the only origin of this
cells. In fact, multiple blood capillaries penetrate the BRC canopy and serve as a method of
transportation of the cells needed to the functioning of the BMU.

The blood vessel is a structure strategically present e located in all BMU’s, once the formations of
new blood vessels in intimately related with the processes of osteogenesis and ossification.

In another perspective, it is ever more evident the existence os a common lineage between
vascular endothelial cells and osteoblastica cells. Furthermore, the osteoblasts are always located
near endothelial cells and vascular invasion is a pre-requirement for bone formation, remodeling and
regeneration.

Concerning to the osteoblastic cells, merely a low number of cells from this lineage has been
detected in the peripheral circulation until recently. However, with the possibility of identifying these
cells through technologically more sophisticated methods (flow citometry and cell sorter analysis)
allowed investigators to find a describe an expressive percentage of osteoblastica cells on the

peripheral blood.

In summary, these recent studies demonstrated that bone remodeling (both in cortical and
trabecular bone tissue) takes place in specialized vascular structures — the bone remodeling
compartment. According to this model, osteoblastic precursor cells arrive in the BRC not only from
the bone marrow, but also via blood capillaries which invade the BRC. Furthermore, osteoblastic
lineage cells may enter the BRC through the bloog circulation (afferent capillary),they may be
originated from perivascular structures (perycites) and also from the endothelial cells themselves.

This way, the possibility of performing the identification e harvesting of these cells and the
subsequent expansion through culture represents a promising tool for the formulation of future

therapeutics of diseases related to bone tissue metabolism.
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VIl. Anexos

Listagem de Acronimos

BMU - Basic Multicellular Unit

BRC — Bone Remodelling Compartment

LPS — Lipopolissacarideos

RANKL — Receptor Activated of Nuclear Factor Kappa-B Ligand

RANK — Receptor Activated of Nuclear Factor Kappa-B

OPG — Osteoprotegerin

TGFf3- Tumoral Growth Factor B

PDGF — Platelet Derived Growth Factor

IGF-I — Insulin-like Growth Factor |

BMP — Bone Morphogenic Protein

S|P — Sphingosin-[-phosphate

ET-I — Endothelin |

VEGF — Vascular Endothelial Growth Factor
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