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Glossario de abreviagdes

AGEs: produtos finais da glicacdo avancada (advanced glycation end-products)

ATP: trifosfato de adenosina (adenosine triphosphate)

BMP: proteina morfogenética de 0sso (bone morphogenetic protein)

CA 2: anidrase carbonica Il (carbonic anhydrase I1)

CIC-7: canal seletivo de ides cloro (chloride selective ion channel 7)

CSF1R: recetor do fator estimulante de coldnias 1, também conhecido por recetor do fator
estimulante de col6nias de macrofagos (colony stimulating factor 1 receptor)

DKK1: proteina relacionada com o Dikkopft 1 (Dickkopf-related protein 1)

DMO: densidade mineral dssea

ER: recetor de estrogénios (estrogen receptor)

ERK: cinases reguladas por sinais extracelulares (extracellular signal-regulated kinases)
GLP-1/2: peptideo similar ao glucagon 1/2 (glucagon-like peptide 1/2)

IGF: fator de crescimento similar a insulina (insulin-like growth factor)

IL: interleucina

MAPKSs: proteina cinase ativada por mitogénio (mitogen-activated protein kinases)
M-CSF: fator estimulante de col6nias de macréfagos (macrophage colony stimulating factor)
MHC: complexo de histocompatibilidade principal (major histocompatibility complex)
MMP: metaloproteinases da matriz (matrix metalloproteinases)

NFAT: fator nuclear de células T ativadas (nuclear factor of activated T-cells)

OMS: Organizagdo Mundial de Saude

OPG: osteoprotegerina

OSTM 1: proteina transmembranar associada a osteopetrose 1 (osteopetrosis-associated
transmembrane protein 1)

PTH: hormona da paratiroide (parathyroid hormone)



PTHYrP: peptideo relacionado com a hormona da parartiroide (parathyroid hormone related
peptide)

RANK: recetor ativador do fator nuclear kappa B (receptor activator of nuclear factor kappa
B)

RANKUL.: ligando do recetor ativador do fator nuclear kappa B (receptor activator of nuclear
factor kappa B ligand)

TGF: fator de crescimento tumoral (tumor growth factor)

TNF: fator de necrose tumoral (tumor necrosis factor)

TRAP: fosfatase acida resistente ao tartarato (tartrate-resistant acid phosphatase)

TRAF: fatores associados ao recetor do TNF (TNF receptor associated factors)
TRP/TRPC: canais do recetor de potencial transitdrio (transient receptor potential channel)
V-ATPase: ATPase vacuolar (vacuolar ATPase)

V-ATPase a3: subunidade a3 da ATPase vacuolar



Resumo

Introducdo: O osteoclasto € uma célula especializada, cuja principal funcdo é a reabsorcéao
Ossea. Esta envolvida na patogénese da osteoporose, da Doenca de Paget e das metéstases
Osseas, entre outras. O objetivo do trabalho é resumir os aspectos fundamentais relativos ao
osteoclasto e as possibilidades que esta célula oferece em termos de alvos terapéuticos.
Métodos: Revisdo bibliogréfica sobre o osteoclasto, baseada essencialmente na base de dados
PubMed, associada a outros documentos bibliograficos relevantes.

Resultados: O osteoclasto dispde de mecanismos de acidificacdo e de proteases para a
reabsorcao 6ssea. Tém como alvo esta célula farmacos que habitualmente diminuem a perda
Ossea: bifosfonatos, terapéutica hormonal de substituicdo pds-menopausica, calcitonina e
denosumab, por exemplo. Os bifosfonatos, apesar de largamente usados, tém efeitos
secundarios consideraveis e algumas limitacdes em termos de eficacia. Os estrogénios tém a
desvantagem de ndo poderem ser utilizados a longo termo devido aos efeitos secundarios que
apresentam. O denosumab interfere com o eixo do RANK/RANKL e tem-se mostrado
superior aos bifosfonatos em varios contextos clinicos. A calcitonina mantém uma boa
qualidade d&ssea, tendo sido desenvolvida uma formulacdo oral. Novos farmacos,
nomeadamente inibidores de enzimas envolvidas na reabsor¢cdo ou dos mecanismos de
acidificacdo, tém apresentado resultados preliminares promissores.

Conclustes: O osteoclasto oferece uma multitude de alvos terapéuticos, com interesse em
maultiplas patologias. Novas terapéuticas e resultados dos ensaios clinicos em curso
possivelmente trardo vantagens aos doentes com patologias como a osteoporose, a doenga de

Paget e as metastases 0sseas a curto a medio prazo.

Palavras-chave
Osteoclasto, reabsorcdo 0Ossea, remodelagdo 0Ossea, osteoporose, metéstases 0sseas,

bifosfonatos, denosumab, calcitonina.



Abstract

Background and goals: The osteoclast is a specialized cell in bone resorption. It has an
important role in the pathogenesis of diseases like osteoporosis, Paget’s disease and bone
metastasis. The goal of this work is to summarize the main aspects of osteoclast and the
possibilities it offers as a therapeutic target.

Methods: Bibliographic search about the osteoclast, based on PubMed, with reference to
other relevant documents found.

Results: Osteoclast’s main role is bone resorption, for which it has acidification mechanisms
and proteases. Several drugs have this cell as a target, being examples: biphosphonates, post-
menopause hormonal substitution, calcitonina and denosumab. Biphosphonates are widely
used, still they have considerable side effects and they lack efficacy in some aspects, which is
why there has been intensive research on finding new drugs. Estrogens can’t be used as a
long-term therapy due to their side-effects. Denosumab interferes with the RANK/RANKL
axis, and it has proven to be superior to biphosphonates in several clinical contexts. Calcitonin
has the ability to maintain a good bone quality, and a per os formulation is being studied.
Other new drugs are arising, namely inhibitors of enzymes with a role in bone resorption or
inhibitors of the acidification mechanisms, both which have promising preliminary results.
Conclusions: Osteoclast offers multiple therapeutic targets, which are of interest for several
pathologies. New therapeutics and the results from on-going clinical trials will possibly bring
good news to patients with diseases like osteoporosis, Paget’s disease and bone metastasis, at

a short to medium term.

Key words
Osteoclast, bone resorption, bone remodelling, osteoporosis, bone mestastasis,

biphosphonates, denosumab, calcitonin.



Introducéo

O osteoclasto € uma das células mais especializadas do corpo humano, tendo como
principal funcao a reabsorcao 0ssea, através de um conjunto de enzimas, moléculas de adeséao
e mecanismos de reconhecimento que permitem um equilibrio entre a reabsorcdo e a
deposicdo de osso. Estima-se que cerca de 10% da massa 0ssea humana é remodelada a cada
ano de vida, salientando este valor a importancia que ndo sé a deposicao de matriz 6ssea [1],
mas também a sua destrui¢do tem no 0sso. Esta célula €, por isso, fundamental na manutencéo
de uma massa e estrutura 6ssea adequada ao longo da vida, mas ao mesmo tempo esta
também envolvida em varios processos patoldgicos do esqueleto, nomeadamente a
osteoporose, a doenca de Paget e as metastases Osseas, para referir as mais comuns. A
osteoporose tem particular interesse, visto que € uma doenca de elevada prevaléncia em que
Portugal (mais de meio milhdo de portugueses, sobretudo mulheres, de acordo com a
Direccdo-Geral da Saide em 2008) e que condiciona uma elevada morbilidade e mortalidade,
assim como avultados encargos sociais e economicos, que advém das suas complicaces:
fraturas, particularmente as vertebrais e as do fémur proximal [2]. Ja a doenca de Paget, que
afeta até 10% dos adultos na Europa Ocidental, podendo causar incapacidades consideraveis.
Uma atuacdo atempada é fundamental para a prevencdo da evolucdo da doenca e a
manutencdo da qualidade de vida dos doentes [3]. Relativamente as metastases 0sseas, estas
estdo associadas a diversos tumores, particularmente préostata e mama, mas também
frequentemente em neoplasias malignas do rim, tirdide e pulmdo. Estas estdo ndo sé
associadas a pior prognéstico dos doentes, mas também a pior qualidade de vida, aumentando
a ocorréncia de eventos associados ao 0sso, como € o caso da dor 6ssea e das fraturas [4]. Esta
célula surge entdo como um alvo terapéutico de interesse, ndo s6 para estas patologias
referidas, como para outras que serdo exploradas ao longo do trabalho, multiplicando-se os

estudos sobre a sua histologia e fisiologia, mas também relativos a novas terapéuticas que



permitem modificar a atividade desta célula. Por estas razfes, o objetivo deste trabalho de
revisdo sera resumir os aspectos fundamentais do funcionamento do osteoclasto e as
possibilidades que esta célula oferece em termos de alvos terapéuticos, com referéncia as

principais patologias que estes poderiam interessar.



Materiais e Métodos

Para a elaboracdo deste trabalho foi efetuou-se uma revisdo bibliografica sobre o
osteoclasto, salientando os topicos mais relevantes sobre o tema. Esta revisdo bibliografica
baseou-se na literatura publicada na base de dados PubMed da MedLine, sendo o termo da
pesquisa inicial “osteoclast”, restringido a artigos publicados nos ultimos 5 anos e até
Novembro de 2012 e redigidos em inglés, portugués, espanhol ou francés. A selecdo dos
artigos foi realizada de acordo com a pertinéncia do titulo e resumo e ano de publicacdo. Em
datas posteriores foram realizadas outras pesquisas relativas a artigos referenciados nos ja
obtidos ou constituidas por termos de pesquisa explorados nos topicos dos resultados:
“osteoporosis”, ‘“Paget’s disease of bone”, “bone metastasis”, “biphosphonates”,
“denosumab”. Em conjunto de mais de 370 resultados, foram selecionados 72 documentos
para analise mais aprofundada e informacédo obtida de um livro de histologia basica e de uma
publicacdo da Clinica Universitaria de Ortopedia dos Hospitais da Universidade de Coimbra —
Centro Hospitalar de Coimbra, assim como dados da Direccdo-Geral de Saude, resultando

num conjunto de 50 documentos referenciados neste trabalho.



1 — O tecido 0sseo

O organismo humano apresenta quatro tipos basicos de tecidos: epitelial, conjuntivo,
muscular e nervoso; cada um com funcgdes e estrutura diferentes. O tecido conjuntivo inclui
para além do tecido conjuntivo propriamente dito, outros tecidos conjuntivos especializados,
entre os quais o tecido 6sseo. Este € caracterizado ndo sé pelo seu importante papel mecéanico
de suporte (insercdo de musculos e ligamentos, locomocao, protecdo de estruturas vitais e, a
nivel da cavidade medular, alberga a medula éssea — local importante de hematopoiese — ou
tecido adiposo), mas também por intensa atividade funcional, apresentando um papel
importante no metabolismo do célcio e fosforo e a capacidade de absorver toxinas e metais
pesados, diminuindo os efeitos adversos destes. De salientar ainda, que o 0sso tem capacidade
regenerativa, quando lesado, sendo reposto por novo tecido 6sseo e nédo tecido fibroso.

O tecido dsseo ¢é formado por células e material extracelular calcificado: a matriz 6ssea
(com cerca de 50% de material inorganico, formada essencialmente por cristais de fosfato de
calcio, sob a forma de hidroxiapatite, que assenta huma matriz essencialmente colagénica).
Esta matriz, composta em cerca de 90% por colagénio tipo I, contém também outras
proteinas, nomeadamente: osteocalcina, osteonectina, osteopontina, fribronectina,
trombospondina e sialoproteina do osso [5]. Da componente celular fazem parte trés tipos de
células: os osteoblastos e os ostedcitos (da linhagem osteoblastica) e os osteoclastos. O 0sso €
ainda revestido por membranas conjuntivas o peridsteo (externamente) e o enddsteo
(internamente), que possuem células osteogénicas.

Os osteoblastos sdo as células responsaveis pela formacdo de ostedide — matriz 6ssea
recém-formada, ainda ndo mineralizada. Diferenciam-se a partir de células mesenquimatosas
sob a influéncia de vérios sinais, nomeadamente a hormona paratiroide, a via de sinalizacdo
Whnt-f catenina canodnica, que tem sido apontada como um dos principais reguladores da

osteoblastogénese, e a via de sinalizacdo da proteina morfogenética do osso (BMP) [6].



Histologicamente distribuem-se lado a lado na superficie 0ssea, e apresentam um aspeto
diferente consoante a sua atividade de sintese, sendo que na sua fase mais ativa sdo células
cubdides e basofilas, tornando-se progressivamente mais achatadas e com menor basofilia
citoplasmatica a medida que diminui a producdo proteica. Ao serem englobadas
progressivamente em osteoide, estas células passam a chamar-se ostedcitos, situados em
lacunas, entre as quais existem canaliculos, importantes para a troca de pequenas moléculas e
ibes entre os ostedcitos. Estas células tém uma atividade de sintese reduzida, apresentando
nacleo com cromatina condensada e um complexo de Golgi pouco desenvolvido, o que
poderia indicar uma célula quiescente, mas associada a morte de ostedcitos observa-se
reabsorcdo da matriz, sendo, portanto, estes necessarios para a manutencéo do tecido 4sseo.

Ja os osteoclastos sdo células de uma linhagem distinta, apresentando-se como células
gigantes, moveis e multinucleadas, que participam nos processos de remodelacdo do 0sso,
nomeadamente por reabsorcdo do tecido 0sseo e cuja atividade é controlada por multiplos
fatores, que serdo descritos adiante.

Em termos de histogénese, existem dois processos de ossificacdo distintos: a
intramembranosa e a endocondral, sendo que, no primeiro, o tecido 6sseo desenvolve-se
diretamente a partir de tecido conjuntivo primitivo (mesénquima), enquanto na ossificacdo
endocondral o tecido cartilagineo € um intermediario na formacéo do 0sso.

Na ossificagdo intramembranosa, importante particularmente nos o0ssos da face e cranio,
ocorre primeiro uma condensacdo de mesénquima embriondrio num tecido conjuntivo
altamente vascularizado, sendo que algumas dessas células, irdo diferenciar-se em células
osteoprogenitoras e subsequentemente em osteoblastos, que irdo iniciar a secrecdo de
osteoide, formando-se trabéculas Osseas, que sofrem um processo de acregdo gradual,
formando-se um 0sso desorganizado, com amplos espagos preenchidos com tecido conjuntivo

laxo e tecido hematopoiético.



A ossificacdo endocondral por sua vez inicia-se com a diferenciacdo de células
mesenguimatosas em condroblastos, que irdo formar uma matriz cartilaginea, que servira de
“molde” ao tecido o6sseo. A nivel do pericondrio surgem células com capacidades
osteogénicas, com formacéo de um colar periosteal a partir do qual se iniciara a deposicao de
matriz 6ssea. Com a progressiva calcificagdo da matriz ocorre degeneragdo dos condrdécitos,
sendo posteriormente o tecido invadido por vasos sanguineos, que transportam células
osteoprogenitoras, que apos diferenciacdo em osteoblastos irdo continuar a deposicdo de
matriz dssea, e células estaminais hematopoiéticas. Este processo de ossificacdo € o que
ocorre em 0ssos longos (também vértebras e costelas), tendo nestes uma particularidade: a
manutencdo de uma placa epifisaria constituida por cartilagem hialina que permitird o
crescimento do 0sso em comprimento. A sequéncia dos eventos acima descritos para 0s
condrdcitos e deposicdo de matriz dssea permite observar regides distintas a nivel da placa
epifisaria: a zona de cartilagem de reserva, a zona de proliferacdo (em que os condrdcitos tém
uma aparéncia escamosa), a zona de maturacdo (condrdcitos com aumento gradual de
volume), a zona de hipertrofia (inicio da calcificacdo da matriz, com condrocitos de volume
maximo), a zona de degeneracdo (devido a morte de condrocitos e invasdo das lacunas destes
por vasos sanguineos) e a zona osteogénica, na qual se distinguem j& osteoblastos
diferenciados.

Também quando ocorre uma fratura existem processos de reparacdo do tecido 6sseo, que,
apos a formacdo de um calo de fibrocartilagem no local da leséo, permitirdo a restituicdo de
um 0sso compacto, que apos remodelacdo servira as mesmas funcGes que previamente a
leséo.

De salientar que em qualquer um dos processos de ossificacdo o 0sso resultante é
imaturo. Este tecido 0sseo, imaturo, sofrera depois processos de remodelacéo 6ssea, de modo

a transforma-lo em tecido 6sseo lamelar.



O osso lamelar pode ser classificado em dois tipos distintos: tecido 0sseo esponjoso ou
trabecular e tecido 6sseo cortical ou compacto. O primeiro tem um aspeto esponjoso, com
lamelas 6Osseas que delimitam cavidades ocupadas por medula 6ssea e que devido a sua
orientacdo tridimensional seguindo as linhas de forca mecénicas atribuem a este 0sso uma
Otima resisténcia as cargas. O segundo resulta de uma remodelacdo 6ssea em que surgem
sistemas de Havers que com remodelacdes sucessivas e a formacdo de lacunas de absorcao
pelos osteoclastos que serdo depois invadidas por vasos sanguineos dardo origem a sistemas
de Havers com os feixes de colagénio progressivamente mais organizados e com canaliculos
que permitem o transporte de nutrientes aos ostedcitos enclausurados na matriz 6ssea. A
resisténcia mecanica do 0sso cortical (que chega a ser calcificado em 80-90% do seu volume)

é bastante superior a do esponjoso.



2 — O osteoclasto

O osteoclasto € uma célula de grande volume, multinucleada com a capacidade de
reabsorver a matriz 0ssea mineralizada. A osteoclastogénese (processo de formacdo e
osteoclastos) &€ um processo complexo (ver Figura 1 - Esquema simplificado da
osteoclastogénese e 0s seus principais moduladores: o0 eixo RANK/RANKL/OPG e o M-
CSF), com inicio em células estaminais hematopoiéticas (apesar de os osteoclastos poderem
ter origem ndo apenas destas celulas, mas também de mondcitos circulantes, macrofagos
peritoneais, células dendriticas e células T ativadas e algumas células neoplasicas [1]) que,
devido a ligacdo do fator estimulante de colonias de macrofagos (M-CSF), ao recetor da
superficie celular c-Fms (CSF1R), que se autofosforila e ativa a cinase regulada por sinais
extracelulares 1 ou 2 (ERK1/2) e a fosfatidilinositol-3-cinase/Akt [7], sendo este 0 primeiro
passo na formacdo do osteoclasto. O M-CSF serd necessario ainda para a proliferacdo e
maturacdo dos pré-osteoclastos. Outra proteina fundamental na osteoclastogénese é o ligando
para o recetor ativador do fator nuclear kB (RANKL), uma citocina pertencente a
superfamilia dos Tumor Necrosis Factor (TNF) [7], que é expresso na superficie de
osteoblastos, células do estroma e células do sistema imune, apesar de, por clivagem ou
produzido por linfocitos T, poder existir também na forma sollvel. Ao interagir com o recetor
ativador do fator nuclear kB (RANK), que se encontra na superficie dos precursores de
osteoclastos, ativa enzimas MAPKSs (p38, cinase regulada por sinais extra-ceulares (ERK) e
cinase N-terminal Jun) e estimula uma variedade de fatores de transcricdo e, deste modo,
promove a osteoclastogénese, mas também influencia a resisténcia de osteoclastos a apoptose
e 0s mecanismos de reabsorcdo 0ssea. O ido calcio tem uma fungéo significativa no controle
da osteoclastogénese, visto que o RANK utiliza sinais dependentes, no inicio da
osteoclastogénese, de oscilagdes intracelulares e, numa fase mais avancada da diferenciacéo,

de uma concentracdo intracelular elevada mantida do Ca?*, nas quais estdo envolvidos



membros da superfamilia de canais idnicos TRP, e da consequente ativacdo do fator de
transcricdo NFAT que ira aumentar a transcricdo de genes necessario a diferenciacédo

osteoclastica [8, 9].

osteoclasto

célula estaminal osteoclasto ativado
multinucleado

ré-osteoclasto
hematopoiética P

A RANK

@ rancL

€ orc

O m-csk osteoblasto

cFms

Figura 1 - Esquema simplificado da osteoclastogénese e 0s seus principais moduladores:

0 eixo RANK/RANKL/OPG e 0 M-CSF. cFms = recetor do fator estimulante de colonias

de macrdéfagos, M-CSF = fator estimulante de colonias de macrofagos, RANK = recetor
ativador do fator nuclear kappa B, RANKL = ligando do recetor ativador do fator

nuclear kappa B, OPG = osteoprotegerina.

De salientar que, in vivo, a interacdo RANKL/RANK ¢é geralmente um processo célula-a-
célula, surgindo o RANKL soluvel geralmente em estados pro-inflamatérios [7]. A
osteoprotegerina (OPG) é outra proteina expressa pelos osteoblastos e células do estroma,
com uma alta afinidade para o RANKL, impedindo ou blogueando a ligacdo do RANKL ao
seu recetor RANK, regulando deste modo a osteoclastogénese e a reabsorgcdo 0ssea. O eixo
RANLKRANK/OPG é sem davida o principal regulador da diferencia¢do osteoclastica, sendo
este eixo afetado por muitas outros agentes. Os estimuladores da producdo de RANKL

incluem a vitamina D, a hormona paratiroide, 0 TNF-a, os glucocorticoides, a interleucina-1 e



11, hormonas da tirdide (T3 e T4), prostaglandina E2, lipossacaridos, fator de crescimento
dos fibroblastos 2, histamina, fator de crescimento insulina-like, histamina e situacGes de
forca gravitica baixa. Como inibidores da producdo do RANKL temos essencialmente os
estrogenios e o TGF-B[5]. Os TRAFs parecem ser moléculas centrais nas cascatas
sinalizadoras que regulam a osteoclastogenese, visto que a sua interagdo com a c-Src e outras
cinases € fundamental nas cascatas para ativacdo de fatores de transcri¢cdo favorecedores da
osteoclastogénese. [10]

Neste processo dependente do RANKL ha entdo diferenciacdo dos precursores em
osteoclastos, ocorrendo fuséo de 10 a 20 células mononucleares. Esta célula multinucleada
sofrera nos estadios finais de diferenciacdo um aumento na expressdo de integrinas,
heterodimeros com subunidades a e P, com dominios longos extracelulares e curtos
intracelulares, que permitem a adesdo do osteoclasto a matriz Gssea e transmitir essa
informacdo ao interior da célula [7] , particularmente o heterodimero a,f3 (recetor para a
vitronectina), que, para além da funcdo ja descrita para as integrinas, é ainda essencial para a
polarizacdo do osteoclasto: processo em que ocorre um rearranjo dos componentes
intracelulares, de modo a facilitar o transporte lisossomal para o bordo em escova onde se da
a reabsorcdo 0ssea, e 0 transporte em sentido inverso das substancias reabsorvidas atravées da
membrana basolateral. Para além da polarizacdo, de modo a permitir uma eficaz adesdo a
matriz 6ssea, ha ainda um rearranjo do citoesqueleto, de modo a formar um “anel de actina”,
particularmente filamentos de B-actina [11], com numerosos podossomas, que € um marcador
de osteoclasto ativo. Estes dois processos dependem de vérias cascatas de sinalizacdo
intracelular, sendo importantes tirosina-cinases como o C-Src, 0 Syk e a tirosina-cinase rica
em prolina 2, assim como o fator de transcricdo da microftalmia, que parece ser um
importante regulador da transcri¢cdo dos genes osteoclasticos [11]. Da interacéo entre o anel

de actina, as integrinas e a matriz 0ssea surge uma zona selada: a lacuna de reabsorcao, na



qual se irdo libertar, a partir das vesiculas intracelulares acidicas presentes no osteoclasto, ides
hidrogénio (H+) e protéases, como a: catepsina K, a metaloproteinase da matriz 9 (MMP-9) e
a fosfatase &cida tartarato-resistente (TRAP) [12]. Os ides H+ sdo importantes para a
acidificacdo da lacuna, sem a qual a reabsorcdo ndo serd possivel. Estes sdo gerados por
enzimas como a anidrase carbénica Il (CA2) e transportados para os vacuolos atraves da
ATPase vacuolar (V-ATPase) e de canais de cloro 7 (CIC-7) [13]. A ativacdo do osteoclasto
ocorre com a formacdo do bordo em escova, resultante da fusao destas vesiculas acidicas com
a membrana do osteoclasto, originando uma membrana com numerosas invaginacdes dentro
da lacuna de reabsorcdo. Este passo ainda ndo estd bem esclarecido, mas sabe-se ser
necessaria a molécula sinalizadora Rab7 [11]. O osteoclasto maduro é caracterizado pela
expressao de uma série de marcadores proprios, nomeadamente: fosfatase acida tartarato-
resistente (TRAP), metaloproteinase da matriz 9 (MMP-9), catepsina K, anidrase carbénica 1l
(CA2), a subunidade a3 da ATPase vacuolar (V-ATPase a3), canal de cloro 7 (CIC-7),
proteina transmembranar associada a osteopetrose 1 (OSTM1) e recetor da calcitonina [11].

A reabsorc¢do 6ssea (ver Figura 2 — Esquema simplificado da reabsorcdo 0ssea) ocorre a
nivel do bordo em escova na membrana apical do osteoclasto, na lacuna de reabsorcéo, e pode
ser dividida em dois processos: a secrecdo acida e a proteélise, apesar de, provavelmente,
ambos estes processos ocorrerem em simultaneo. A reabsorcdo inicia-se com a secrecao ativa
de protdes através de uma ATPase vacuolar e por transporte passivo de cloro, por canais de
cloro, nomeadamente o CIC-7, que permitem garantir um microambiente acido o suficiente
(pH~4,5 [7]) para que haja a reabsorcdo 6ssea. Também a anidrase carbonica Il é essencial
para a manutencdo deste ambiente acido, visto que, ao catalisar a formagdo de protdes e
bicarbonato a partir de acido carbonico, ird disponibilizar ides H+ e, indiretamente, Cl-,
porgue a nivel da membrana basolateral o bicarbonato € trocado por cloro via o trocador de

anides 2. A proteolise de colagénio tipo 1 na matriz 6ssea é mediada, habitualmente, pela



catepsina K, uma cisteina-proteinase. Esta enzima é ativa em meios francamente acidos, como
0 encontrado na lacuna de reabsorcdo. Também as metaloproteinases da matriz tém um papel
na reabsorcdo 0ssea, varidvel com o tipo de 0sso em questdo e particularmente importante a
nivel do osso cortical, se bem que a sua funcdo exata ainda nédo é totalmente conhecida. O
material reabsorvido é removido da lacuna de reabsorcao através do osteoclasto por sistemas
de transporte variados. Quando termina a reabsorcdo, os osteoclastos sofrem apoptose ou

iniciam um novo ciclo de reabsorcao.

Acidificagdo
Transportador
de anides 2
. cic-7
V-ATPase a3
B oon-as
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& CatepsinakK
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& Matriz proteica

matriz 6ssea

Figura 2 — Esquema simplificado da reabsorcéo 6ssea. As setas representam a dire¢ao
dos ides com a mesma cor. AC2= anidrase carbonica I1, CIC-7 = canal seletivo de ides
cloro 7, MMPs = metaloproteinases da matriz, V-ATPase a3 = subunidade a3 da ATPase

vacuolar.

Apesar do enfase na reabsorcdo 0ssea, a principal fungdo do osteoclasto, este apresenta
outras, nomeadamente: estimulacdo da fungdo osteoblastica, apresentagdo de antigénios

(funcionado de modo semelhante a outras células apresentadoras de antigénios, como as



células dendriticas, apesar de menos importantes, em que ha estimulacdo de recetores Toll-
like, com consequente aumento das moléculas necessarias a apresentacdo de antigénios como
0 MHC e com secrecdo de mediadores inflamatdrios) e homeostase do metabolismo dos
glicidos (a reabsorcdo Ossea liberta da matriz dssea osteocalcina, um pequeno péptido que
auxilia na manutencdo de niveis adequados de glucose plasmatica).

O fendtipo do osteoclasto € influenciado ndo so pela idade e o tipo de 0sso, mas também
pelos fatores do microambiente, nomeadamente os estrogénios e citocinas e mesmo farmacos.
Por esta razdo foi possivel demonstrar a existéncia de subtipos de osteoclastos com
especificidades diferentes, como é o caso dos existentes no osso formado por ossificacdo
endocondral ou intramembranosa. No primeiro caso, 0s osteoclastos endocondrais, a
acidificacdo de vesiculas parece ser dependente do trocador de anides e bicarbonato Ae2 e do
canal de cloro CIC-7, que parecem ndo estar envolvidos no caso dos osteoclastos
intramembranosos, 0 segundo caso. Neste subtipo a reabsorcdo mediada por
metaloproteinases da matriz e pela catepsina L sobrepde-se a catepsina K, que é a principal
interveniente na reabsorcdo dos osteoclastos intramembranosos. Também a fosfatase acida
tartarato-resistente parece ser importante no osso cortical. Estas diferencas poderdo
eventualmente ser devidas a particularidades da matriz éssea do 0sso esponjoso ou cortical. A
nivel da cartilagem encontram-se também osteoclastos, que apresentam um bordo em escova
menos exuberante, 0s condroclastos. Parecem ter um papel importante na ossificacdo
endocondral, tendo a capacidade de reabsorver tanto cartilagem como 0sso. A importancia do
osteoclasto na ossificacdo endocondral é tal que em estudos em animais com mutagcfes no
processo de acidificagdo ou com osteoclastos incapazes de formar lacunas de reabsorcéo
funcionais estes apresentem 0ssos constituidos maioritariamente por cartilagem.

E ainda interessante referir que existe uma variacdo diurna dos marcadores de reabsorgio

0ssea no plasma circulante. Aparentemente hd uma redugdo em cerca de 50% na reabsorcao



do osso apoés as refeicdes, aparentemente mediada pelo GLP-2, mas durante a noite ha um
incremento na mesma proporcéo dos niveis basais de reabsorcdo dssea. Estas alteracdes ndo
sdo acompanhadas por alteracdes nos nimeros de osteoclastos, pelo que se suspeita que sejam
devidas a alteracao da taxa de atividade destas células.

A regulacdo da apoptose dos osteoclastos, apesar de ter varias especificidades (por
exemplo o TNF promove a sobrevivéncia e ndo a apoptose destas células), possui
mecanismos de morte semelhantes aos das outras células: uma cascata iniciada por recetores
sinalizadores de morte e outra regulada pela familia de proteinas Bcl-2. Ambas as cascatas
apoptoticas ativam caspases intracelulares que digerem os contetdos celulares. EXxistem
varios estimulos anti-apoptéticos ou pré-sobrevivéncia nos osteoclastos, nomeadamente, o
RANKL, o TNF, o M-CSF, a Il-1, a interacdo com integrinas (que ativam cinases Src), a
PTH, a vitamina D3 [14].

O sistema imune também influencia a regulacdo da osteoclastogénese. O TNF-a, a IL-1 e
a IL-6 estimulam diretamente a osteoclastogénese, a reabsorcdo éssea e a producdo de
RANKL pelos osteoblastos. Foi ainda provado que a IL-20 é uma citocina osteoclastogénica,
que favorece a expressdo do RANK nos precursores osteoclasticos e a de RANKL nos
osteoblastos, afetando a funcdo de ambos os tipos de células [15]. Também o complemento,
nomeadamente C3a e Cba, influenciam a interacdo osteoblasto-osteoclasto, particularmente
num ambiente pro-inflamatério, como o que existe em diversas patologias, e parecem ainda
ter um papel direto na osteoclastogénese, ndo dependente do RANKL ou do M-CSF [16].
Também os osteoclastos e osteoblastos influenciam o sistema imune. Os osteoclastos séo
capazes de ativar o complemento num ambiente pré-inflamatorio e 0 RANKL estimula a
producdo de IL-1 e TNF-o em precursores de osteoclastos [17]. Estas consideracdes permitem
por um lado ver o sistema imune como um alvo terapéutico nas patologias dsseas associadas a

inflamagdo, mas é preciso também ter em conta que tratamentos que influenciam o sistema



imune, utilizados noutros contextos clinicos, podem ter efeitos nefastos no metabolismo 6sseo

[18].



3 — A remodelacdo 6ssea

O estudo da remodelacdo Ossea iniciou-se com os trabalhos de Frost e colaboradores na
década de 60, sendo que, desde entdo, o conhecimento deste processo tem-se expandido
consideravelmente. A remodelacdo do osso (ver Figura 3 - Esquema simplificado com os
principais elementos envolvidos na remodelacdo 6ssea) é fundamental na manutencdo de um
esqueleto saudavel, mas sabe-se atualmente que também para uma correta homeostase do
calcio. Este processo ocorre nas chamadas unidades multicelulares béasicas (BMU) que
incluem os trés principais tipos celulares do 0sso: osteoblastos, ostedcitos e osteoclastos [19,

20].
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Figura 3 - Esquema simplificado com os principais elementos envolvidos na
remodelacdo 6ssea. EPHB4 = receptor da efrina B4, IGF-1 = fator de crescimento
similar a insulina, OPG = osteoprotegerina, PTH = hormona da paratiroide, RANK =
recetor ativador do fator nuclear kappa B, RANKL = ligando do recetor ativador do
fator nuclear kappa B, TGF-p = fator de crescimento tumoral p, TNF-a = fator de

necrose tumoral a.



Existem diferencas na remodelacdo do 0sso esponjoso e do 0sso cortical, sendo que no
primeiro caso esta ocorre na superficie das trabéculas dsseas e dura cerca de 200 dias no 0sso
normal, enquanto que no 0sso cortical a reabsorcdo da-se em tuneis, formando os osteoclastos
cones de reabsor¢cdo no 0sso que sdo progressivamente preenchidos por matriz dssea
produzida pelos osteoblastos. Neste tipo de 0sso a remodelacdo dssea decorre por um periodo
médio de 120 dias, menor que no 0sso esponjoso. Como diferenca temos ainda a proximidade
da medula Gssea, maxima no 0sso esponjoso, provindo provavelmente dela as células
osteoprogenitoras, e diminuta no 0sso cortical, pelo que se pensa que nesta situacao as células
osteoprogenitoras cheguem aos locais de reabsorcdo através dos vasos sanguineos. No 0Sso
cortical a angiogénese parece ser portanto um passo determinante para a ocorréncia da
remodelacdo 6ssea.

As BMU sdo revestidas por células ndo contiguas com a medula 6ssea, mesmo no tecido
0sse0 esponjoso que com esta se relaciona intimamente, especializadas e expressando
marcadores celulares diferentes que as aproximam da linhagem osteoblastica, como a
fosfatase alcalina, a osteonectina, 0 RANKL e a OPG. Estas células delimitam os
compartimentos de remodelacdo Ossea, que tém como principais funcdes: criar um
microambiente controlado para que a regulacdo adequada da remodelacdo 6ssea seja possivel,
sem interferéncia de outros fatores libertados pela medula 6ssea; sinalizar as areas 6sseas com
lesBes e promover a remodelacdo dssea dirigida, através de ligacdes com a rede de ostedcitos;
eventual papel na apresentacdo do RANKL ao RANK na superficie osteoclastica, o que é
corroborado pela diferente cronologia do aparecimento de osteoclastos e osteoblastos nos
compartimentos de remodelacéo; provavel local de adesdo das células osteoprogrenitoras e
osteoclastos circulantes. Foi ainda descrito um possivel papel dos compartimentos e

reabsorcéo 0ssea na metastizacao Ossea.



Em adultos saudaveis, a taxa de reabsorcdo do 0sso é aproximadamente igual a de
formacdo, sendo este equilibrio denominado de acoplamento. Ha alguns anos a hipotese
dominante defendia que a libertacdo de fatores de crescimento como o IGF (insulin-like
growth factor) 1 e 2 e citocinas na matriz 0ssea eram responsaveis pelo controle do
acoplamento entre a reabsorcdo e a formacgéo 6sseas. No entanto hoje sabe-se que a auséncia
de osteoclastos perturba a formacéo de 0sso, pelo que estes tém um papel extremamente
importante neste processo. A interacdo entre a efrina B2 e o recetor EPH B4, ambos proteinas
transmembranares, a primeira presente nos osteoblastos e a segunda nos osteoclastos,
promove a diferenciacdo osteoblastica e inibe a osteoclastica. Também a secrecdo de
esfingosina 1-fosfatase pelo osteoclasto parece recrutar percursores osteoblasticos para 0S
locais onde se da a reabsorcdo 0ssea, provavelmente via o0 mesmo recetor EPH B4, levando ao
término da fase reabsortiva da remodelacdo e iniciando a fase de deposicdo de matriz dssea
[11]. O desacoplamento da reabsorcdo e da formacdo de osso, apesar de frequentemente
fisiolégico como € o caso do crescimento dos 0ss0s nas criangas, € nao raras vezes patoldgico,
sendo exemplos de polos opostos a osteoporose e a osteopetrose [19].

A remodelacdo 0ssea pode seguir um de dois padrdes distintos: remodelacdo dirigida ou
remodelacdo ndo dirigida ou estocastica. Esta ultima é relativamente aleatoria, independente
da lesdo G6ssea e mediada por hormonas como a hormona paratiroide, a tiroxina, a vitamina
D3, a hormona do crescimento e os estrogénios, mas também afetada por farmacos como os
bifosfonatos. E particularmente importante na homeostase do célcio, tendo-se verificado que
doentes com osteopetrose, em que os osteoclastos ndo sdo funcionais ou estdo ausentes, tém
uma incapacidade para a correcdo dos niveis de célcio plasmatico aguando de um episodio de
hipocalcémia [11], o que faz pressupor um importante papel dos osteoclastos na manutencéo
de niveis de calcio plasmatico dentro da normalidade. Ja a remodelacdo dirigida tem como

alvo osso lesado, sinalizado quer por microfraturas quer pela apoptose de ostedcitos. A morte



de ostedcitos e a lesdo Ossea tem sido sugerida como o principal evento para o inicio da
reabsorcéo Ossea pelos osteoclastos, visto que as lacunas de absorcao sdo cerca de trés vezes
mais frequentes em locais onde a associacdo com microfraturas esta presente [19]. Ainda nao
é totalmente claro o mecanismo que determina a adesdo do osteoclasto a superficie dssea a
remodelar. Os ostedcitos parecem ter aqui um papel importante ao promover a fixacdo de
precursores osteoclasticos via ICAM-1, num processo aparentemente influenciado por IL-6
[21]. O glutamato tem vindo a ser envolvido nos processos de osteoclastogénese e de
remodelacdo Ossea. Este neurotransmissor, cujos recetores foram encontrados na proximidade
de ostedcitos, parece sinalizar o dano ocorrido em ostedcitos, iniciando a cascata de
remodelacdo Ossea. Para além disso, intracelularmente, no osteoclasto, tém a capacidade de
promover a diferenciacao osteoclastica via ativacdo do NF-xB [22].

De salientar ainda que a matriz 6ssea se modifica com a idade, acumulando produtos de
glicacdo avancada (AGEs) [23] e homocisteina, aumentando a concentracdo de calcio e
alterando a matriz de colagénio. Os AGEs poderao influenciar diretamente o osteoclasto e

promover a apoptose de osteoblastos, se bem que os estudos sdo contraditorios.



4 — Osteoclasto como elemento causador de patologia humana

O equilibrio da interacdo osteoblasto-osteoclasto é fundamental para a manutencdo da
integridade do esqueleto ao longo da vida. Qualquer alteracdo nestas células terd um impacto
negativo no 0sso. Modificagcdes na atividade ou nimero de osteoclastos tém sido detetadas em
diversas patologias, algumas caracterizadas por uma reabsorcdo Gssea excessiva como é 0
caso da osteoporose e da doenca de Paget; outras associadas a ativacdo secundaria de
osteoclastos, sendo exemplos as metastases osteoliticas e a artrite reumatoide; e ainda, no
polo oposto, as patologias em que os osteoclastos apresentam alteracfes no seu processo de
diferenciacdo ou na sua funcao, do qual faz parte a osteopetrose. Estas doencas tém permitido
compreender a funcdo do osteoclasto e a importancia do acoplamento reabsorcdo/formacao de

0sso [11].

4.1 — Osteoporose

De acordo com os critérios da Organizacdo Mundial de Salde (OMS) a osteoporose é
definida como uma densidade mineral 6ssea (DMO) igual ou inferior a dois desvios-padréo e
meio relativamente a média da DMO de mulheres jovens saudaveis, isto €, um score-T <2,5
desvios-padrao [24]. A OMS, devido a morbilidade e mortalidade associadas a osteoporose e
as fraturas desta decorrentes, particularmente a fratura do colo do fémur, considera essencial a
prevencdo desta doenca para a manutencdo da saude, qualidade de vida e independéncia na
populacdo idosa, dai que os seus mecanismos fisiopatoldgicos sejam um &rea de estudo
bastante ativa.

Apesar de se saber que com o aumento da idade surgem perturbagdes na funcéo

osteobléastica, sabe-se que a reabsorcdo 6ssea € um fator determinante no surgimento da



osteoporose. Esta patologia é a forma de perda 0ssea associada a idade, mais comum em
mulheres pds-menopausicas, estando associada neste grupo essencialmente ao decréscimo e
estrogenios, que sdo potentes inibidores da atividade osteoclasticas, através de dois
mecanismos: menor expressao global do RANKL e diminuicdo da resposta osteoclastica a
mesma molécula. Esta intera¢do ¢ mediada por dois recetores de estrogénios: a e B, expressos
em proporcdo diferente de acordo com o tipo de 0sso e 0 estadio de maturacdo do osteoclasto.
Os recetores de estrogénio o (ER-0) estdo mais presentes nos osteoclastos corticais e
imaturos, mas curiosamente parece ter uma funcdo mais importante nos osteoclastos do tecido
0sSeo esponjoso. J& os recetores de estrogénio B (ER-P) estdo presentes em todo o processo de
diferenciagio do osteoclasto e em maior quantidade nos osteoclastos trabeculares. E portanto
facil compreender que nas doentes osteopordéticas ha uma osteoclastogénese e uma reabsorcédo
Ossea aceleradas, fruto do decréscimo dos niveis de estrogénios, identificadas in vitro em
populacdes de osteoclastos de doentes osteoporéticas. Também as células T parecem estar
envolvidas neste processo, pois respondem ao decréscimo destas hormonas com um aumento
da producdo do RANKL, podendo estas ser um importante mediador na fisiopatologia da
osteoporose. De salientar que também a dihidrotestosterona apresentou efeitos semelhantes
aos estrogénios in vitro, mas o mecanismo de inibi¢cdo dos osteoclastos ainda ndo é bem
conhecido, podendo estar associado a sua conversdo em estrogénios, visto que a presenca de
mutacdes na enzima aromatase, que catalisa esta conversao, leva a uma diminuigcdo de massa
6ssea. No entanto, em animais com mutacGes nos recetores de estrogénio a (ER-a), as fémeas
apresentaram perda 6Ossea, mas 0s machos ndo, o que vai contra esta hipdtese. Esta
discrepancia sugere uma especificidade do sexo masculino ou feminino na acdo dos
estrogenios in vivo, em que 0S estrogénios nos 0ssos masculinos tém uma acgao osteoprotetora
devido a recetores de estrogénio (ER) nos osteoblastos contra a agdo predominantemente anti-

reabsortiva que ocorre no 0sso feminino [25].



Estudos familiares e com gémeos encontraram varios genes associados a diminuicdo de
massa 0ssea com a idade. A maioria diz respeito a alteracbes na formacdo de matriz 6ssea
pelos osteoblastos, mas algumas relativas ao osteoclasto e aos mecanismos de reabsor¢do tém
sido descritas, nomeadamente polimorfismos nos genes que codificam 0 RANK, o RANKL e
a OPG e mutacgdes nos recetores de estrogénios.

Admite-se que a perda de massa Ossea associada a idade e a osteoporose sejam
multifatoriais na maior parte dos casos, sendo influenciadas nao s6 por elementos intrinsecos,
como a funcdo osteoclastica e processos inflamatorios, mas também por fatores extrinsecos,
como a nutricéo.

Uma nota ainda sobre a osteoporose secundaria, de que a causa mais comum € a
terapéutica com glucocorticoides. Este grupo farmacologico inibe a osteoblastogénese e
promove a apoptose de osteoblastos e ostedcitos, promove a expressao de RANKL e diminui
a de OPG, ainda ndo tendo sido definida a sua acdo nos osteoclastos. Isto resulta numa
osteoporose com numeros baixos de osteoblastos e osteoclastos, ao contrario do que ocorre na
osteoporose pds-menopausica [26]. Estes efeitos sdo dependentes da dose de glucocorticoides
utilizada. Este facto levou ao estudo da acdo de outros imunossupressores nao-
glucocorticoides, nomeadamente no contexto da transplantacdo renal, cujas conclusdes
referem que o sirolimus podera ter um efeito que contrarie a perda éssea dos glucocorticoides

[27].

4.2 — Doenca de Paget

A doenga de Paget é uma patologia de aparecimento tardio, relativamente comum na
populacdo caucasiana, em que afeta cerca de 3% dos individuos e que se manifesta

habitualmente por dor éssea, mas também por surdez e compressdo de raizes nervosas. A



doenca é caracterizada por aumentos focais nas populacfes de osteoclastos e na sua
nuclearidade e tamanho, causando a destruicdo Ossea, apesar da ativacdo de osteoblastos
vizinhos, apresentando zonas de remodelacdo 6ssea anormal (podendo ser classificada em
monostaética ou poliostotica), o que leva a deformacao e enfraquecimento 0sseos e ao aumento
de risco de fratura consequentemente. Algumas causas genéticas foram ja descritas e incluem
mutacdes em quatro genes que codificam 0 RANK, a OPG e as proteinas p97 e p62, todas
proteinas envolvidas no controle da osteoclastogénese. Estas mutagdes tornam os osteoclastos
mais sensiveis a estimulacdo do RANKL e tém como resultado o aparecimento de um ndmero
anormalmente elevado de osteoclastos e de osteoclastos gigantes. Interessantemente a
mutacdo mais comum, a da p62, proteina que liga a ubiquitina e esta envolvida na ativacao do
recetor nuclear kB pela cascata do RANK, parece ndo ser suficiente para o surgimento da
doenca por si sO, necessitando de outros fatores para que ocorra o desenvolvimento da
patologia. Tem sido descrita a eventual acdo de alguns virus neste processo, se bem que é um
topico nao consensual.

Uma nota sobre a doenca de Paget juvenil, autossomica recessiva, rara, mais grave e de
surgimento precoce, que esta associada a mutacdes no gene que codifica a OPG.

Nestes doentes hd um aumento dos marcadores bioquimicos tanto da reabsor¢do como da
formacdo Ossea, mas a primeira excede claramente a segunda. N&o existem no entanto estudos
que explicitem se os mecanismos de reabsor¢do do osteoclasto estdo alterados ou ndo na
doenca de Paget, nem a razdo pela qual as lesGes sdo focais e ndo generalizadas a todo o

esqueleto.



4.3 — Osteopetrose

O termo osteopetrose ¢ derivado do grego “osteo” que significa osso e “petros” que
significa pedra. E um grupo heterogéneo de patologias que apresentam um aumento da
densidade 6ssea, nomeadamente em exames radioldgicos, e que pode ir desde assintomatica
até fatal na infancia. As formas mais severas sdo geralmente as autossomicas recessivas,
enquanto que as mais ligeiras tém hereditariedade variavel, surgindo mais tardiamente [28].

A osteopetrose € caracterizada por uma reabsor¢do dssea anormal, resultando num 0sso
de dureza elevada e propicio a fraturas. Para além destas, outras manifestacfes incluem a
hematopoiese extramedular, a surdez, a cegueira e a paralisia facial (as ultimas trés devido a
compressdo das raizes dos nervos cranianos). Pode estar associada a numeros normais ou
elevados de osteoclastos — a osteopetrose rica em osteoclastos — ou, mais raramente,
diminuidos ou mesmo ausentes — a osteopetrose pobre em osteoclastos.

Na osteopetrose rica em osteoclastos as mutagbes mais comuns encontram-se nos genes
que codificam a subunidade 3 da ATPase vacuolar, o CIC-7 ou a proteina transmembranar
associada a osteopetrose 1. O défice de secrecdo acida provocava nestes osteoclastos a
formacdo de um bordo em escova alterada e uma acumulacdo de material em vesiculas, com
lacunas de reabsorcdo pouco profundas. Estes osteoclastos mostraram in vitro uma taxa de
sobrevivéncia maior que osteoclastos normais, 0 que vai de encontro ao nimero elevado de
osteoclastos presentes neste tipo de osteopetrose. Nesta patologia hd um claro desacoplamento
entre a reabsorcdo e a formagéo de 0sso ainda ndo totalmente compreendido [13, 28].

Na osteopetrose pobre em osteoclastos estdo geralmente implicadas alteragdes nos genes
do RANK e RANKL, no entanto o fenétipo é geralmente menos severo que nas formas de
osteopetrose ricas em osteoclastos [11], o que corrobora a importancia destas células na

formacéo de 0sso.



A picnodisostose € uma patologia rara caracterizada por baixa estatura e osteosclerose
generalizada, englobada no espectro da osteopetrose. E uma doenca autossomica recessiva.
Os doentes apresentam frequentemente dismorfismos 6sseos e radiograficamente os achados
sdo semelhantes a osteopetrose, sendo 0s 0ssos densos e com maior tendéncia a fracturas.
Histologicamente existe um aumento do nimero de osteoclastos, de morfologia normal, mas
com mutacdes no gene da catepsina K, pelo que se acumulam no osteoclasto vesiculas
repletas de colagenio ndo digerido, que preenche também as lacunas de reabsorcdo. Estudos
em animais sugerem que 0 0SSO esponjoso é o mais afectado por esta patologia, visto que no

0sso cortical as MMPs permitiriam uma reabsorcdo 6ssea mais proxima do normal [11, 13].

4.4 — Artrite reumatoide

Para além da inflamacdo da sinovial, uma manifestacdo clinica major da artrite
reumatoide € a destruicdo progressiva de estruturas Osseas e cartilagineas, levando
radiologicamente a erosfes 0sseas e a diminuicdo da entrelinhas articular. Os processos
inflamatdrios na base da patogénese desta doenca tém sido bastante estudados [6], existindo
nos estadios mais tardios da artrite reumatoide uma destruicdo 6ssea consideravel pelos
osteoclastos em parte dependente de citocinas pro-inflamatorias, como a IL-1 e 0 TNF-a, ndo
s0 estimulam a producdo de RANKL e OPG, mas também tém uma acdo direta nos
osteoclastos e nos seus precursores [29]. No entanto, estes osteoclastos tém algumas
caracteristicas particulares: degradam cartilagem calcificada e a sua osteoclastogénese é em
parte mediada pelo fator de necrose tumoral o (TNF-a), para além do RANKL. O processo de
reabsorcdo é também influenciado por citocinas como a interleucina 1. A catepsina K parece

também estar envolvida na destruicdo de cartilagem, mas o seu papel ainda ndo foi



estabelecido. Mais consensual é a importancia das MMP na reabsor¢do de componentes

cartilagineos [13].

4.5 — Metastases 0sseas

Varios tipos de tumores podem metastizar para 0 0sso e formar metastases osteoliticas,
osteoblasticas, osteoporoticas ou mistas [4]. O cancro, ao atingir o 0sso, estabelece com este
um ciclo vicioso de destruicdo Gssea: primeiro o tumor secreta fatores como o peptideo
relacionado com a PTH (PTHrP), que estimulam as células dsseas que libertam fatores de
crescimento, como 0 TGF-f e citocinas que promovem o crescimento tumoral, perpetuando o
ciclo. O PTHrP é marcadamente pro-osteoclasto, mas esta aumentado ndo s6 no cancro da
mama, que apresenta metastases predominantemente osteoliticas, mas também no cancro da
préstata, mesmo quando as metastases sdo osteoblasticas, o que geralmente acontece.
Assume-se que as metastases osteoblasticas nestes casos estdo dependentes também de um
aumento da reabsorcdo Ossea, razdo pela qual inibidores da funcdo osteoclastica tém
resultados positivos na terapéutica destas lesdes [4]. A osteoclastogénese induzida pelas
células tumorais envolve alterac@es nas proporcdes de RANKL e OPG, a favor da formacédo e
ativacdo de osteoclastos, e esta associada a um aumento da atividade osteoblastica em
resposta a reabsorcao, no caso das lesdes metastaticas osteoliticas. De salientar que um desvio
dos niveis de OPG no sentido oposto leva ao surgimento de lesdes osteoblasticas [30].

A reabsorcdo dGssea em metastases parece ser mais dependente das MMP que da
catepsina K, no entanto, em ensaios clinicos, os resultados de inibidores da catepsina K tém
sido mais promissores. Tratamentos que inibem tanto os osteoclastos como o aumento

associado da funcdo osteoblastica, como o denosumab e os bifosfonatos, diminuem a



capacidade destrutiva das metastases e diminuem a dor, mas ndo parecem afetar
consideravelmente as células tumorais metastaticas.

Tratamentos dirigidos ao osso em doentes com metastases Osseas tém um triplo
beneficio: diminuigdo do risco de complicacdes esqueléticas, diminuicdo da dor e inibi¢do do
ciclo vicioso da metastizacdo dssea, sendo que, deste modo, estes farmacos podem funcionar
como farmacos modificadores da doenca em contexto adjuvante para varios tipos de tumores
solidos [30].

Curiosamente estudos em murinos mostraram que o0 eixo RANKL-RANK parece estar
diretamente envolvido na patogénese de tumores mamarios, pelo que em mulheres com risco
elevado de desenvolverem cancro da mama, esta poderia ser uma vertente a explorar [30].

Se ndo tratados, a maioria dos doentes com metastases 0sseas acaba por sofrer pelo
menos um evento relacionado com o 0sso, nomeadamente: fraturas, compressdo da medula
espinhal, dor &ssea grave requerendo radioterapia paliativa ou analgésicos potentes,
hipercalcémia da doenca maligna ou instabilidade 6ssea necessitando de correcdo cirdrgica.
Estes eventos reduzem a sobrevivéncia e a qualidade de vida e incrementam
consideravelmente os custos de salde destes doentes [31].

A terapéutica de privacdo androgénica no cancro da prostata, quer por castracao
cirdrgica, quer quimica, € o tratamento de primeira linha na presenca de doenca metastatica.
No entanto, este tratamento esta associado a alteracdes metabdlicas, nas quais se incluem uma
diminuicdo da DMO, por aumento da ativagdo osteoclastica, mediada pela PTH, existindo um

aumento da remodelacgdo 6ssea e do risco de fraturas nestes doentes [32].

4.6 — Tumores primarios localizados ao 0sso

Em cerca de 80% dos doentes com mieloma maltiplo surfem lesdes osteoliticas, devido

ao aumento da reabsorcdo 6ssea e a diminuicdo da formacdo Ossea. Estes resultam de um



aumento no recrutamento de precursores de osteoclastos e da atividade das células
diferenciadas na proximidade das células do mieloma, na sequéncia da secrecdo por estas
células de RANKL e interleucinas pro-inflamatérias [33].

Recentemente foi também descoberto um papel do osteoclasto no desenvolvimento do
osteossarcoma. Este parece depender de um nicho de osteoclastos e macrofagos associados ao
tumor nos estagios iniciais da tumorigénese para que a neoplasia se possa fixar no 0sso e se
desenvolver. No entanto, a medida que o osteossarcoma progride, este parece ganhar a
capacidade de inibir estes mesmos osteoclastos, readquirindo um caracter migratorio, que
permite a doenca a sua expansdo. Deste modo pode-se idealizar um papel dos farmacos que

atuam no osteoclasto nas fases precoces do osteossarcoma [34].

5 — Osteoclasto como alvo terapéutico

Os distarbios na formacdo e funcdo do osteoclasto sdo diversos e estdo na base do
desenvolvimento de diversas patologias, tornando entdo esta célula e 0s seus mecanismos
reguladores num interessante alvo terapéutico para as doencas ja referidas. Visto que as
doencas mais frequentes estdo associadas a uma perda de massa 0ssea, seja por diminuicao da
formacdo de osso, quer pelo aumento da reabsorcdo, os farmacos desenvolvidos tém uma
acao essencialmente anti-reabsortiva, atuando nas situacfes em que hd uma perda de massa
Ossea. Dentro das doencas mais frequentes do 0sso a excecdo é a doenca de Paget, que
implica um aumento da remodelacdo 6ssea em geral, mas na qual sdo utilizados com bons
resultados tratamentos utilizados na doengas que apresentam exclusivamente perda 0ssea.
Relativamente a osteopetrose, estdo em curso estudos com suplementos enzimaticos e terapia

génica, ainda em estadios iniciais, mas atualmente o tratamento desta patologia ¢é



essencialmente um tratamento de suporte. Também seria uma possivel terapéutica de futuro a

substituicdo enzimatica com catepsina K por terapia génica na picnodisostose [5].

5.1 — Bifosfonatos

Os bifosfonatos séo talvez o grupo mais conhecido de farmacos que tém como alvo o
osteoclasto. S&o atualmente farmacos de uso comum nas patologias em que existe um excesso
de reabsorcdo éssea, incluindo: varias formas de osteoporose (juvenil, pds-menopausica,
senil, induzida por corticoides, induzida pela imobilizacdo e induzida pela terapéutica de
privacdo androgénica), doenca de Paget do 0sso, osteogenesis imperfecta, hipercalcémia e
doenca metastatica 6ssea [35].

Tém uma estrutura comum com um atomo de carbono a ligar dois grupos fosfato,
mimetizando os pirofosfatos enddégenos [7]. Em 1995 iniciou-se a comercializacdo do
alendronato e rapidamente os bifosfonatos se tornaram em farmacos de eleicdo no tratamento
da osteoporose devido a sua comodidade de administracdo e a sua eficacia [36], estando
clinicamente provado que reduzem a probabilidade de fraturas em doentes osteoporéticos em
cerca de 40-50% e que aumentam a densidade mineral 6ssea. Os amino-bifosfonatos, como o
risedronato, o alendronato e o zoledronato, sdo mais potentes que os ndo-amino-bifosfonatos,
de que sdo exemplo o clodronato, o tiludronato e o etidronato [7]. Ambas as classes de
bifosfonatos (amino e nao-amino-bifosfonatos) ligam-se a matriz 6ssea e sdo internalizados
pelo osteoclasto durante a reabsor¢do Ossea. Os bifosfonatos simples sdo metabolizados em
analogos do ATP tdxicos, induzindo in vitro apoptose dos osteoclastos. Os que contém
nitrogénio exercem a sua funcdo inibindo a via do mevalonato o que por sua vez levara a
formacdo de um anélogo do ATP que também tem a capacidade de induzir a apoptose nestas

células. Apesar destes dados in vitro, da reducdo sistémica do TRAP5b e da catepsina K,



ambos marcadores do numero de osteoclastos, em doentes tratados com bifosfonatos, e de
alguns estudos referirem uma reducdo dos precursores osteoclasticos apés um ano de
tratamento com este grupo de farmacos, biopsias da crista iliaca de doentes sob bifosfonatos
ndo demonstraram uma reducdo do nimero de osteoclastos. Estes resultados levantaram, no
entanto, alguma discussdo, visto que este 0sso ndo esta sujeito a forcas de gravidade,
comparativamente com 0s 0ssos longos e as vértebras, o que poderia influenciar os resultados
[11]. Vérios estudos comprovam uma reducédo da reabsorcdo 0ssea para niveis aproximados
aos encontrados na pré-menopausa com o tratamento com bifosfonatos, mas associadamente
ocorre uma reducdo marcada da formacdo Ossea (apesar de varidvel de acordo com o
bifosfonatos em questéo), sendo estes efeitos mantidos durante o periodo de tratamento. Este
facto foi comprovado por medi¢des de marcadores sistémicos e por biopsias [11]. Isto indica
que os bifosfonatos respeitam o acoplamento reabsorcdo/formacdo 6ssea, 0 que vai contra o
objetivo do aumento de massa 0ssea. No entanto, alguma atividade pré-osteoblastica dos
bifosfonatos tem sido referida, assim como um efeito protetor de ostedcitos e osteoblastos,
mas os estudos tém apresentado posicdes divergentes relativamente a este campo [37].

Devido a sua elevada afinidade pela matriz 6ssea, os bifosfonatos podem manter-se na
superficie do osso por longos periodos de tempo, 0 que contribui para a sua eficacia [7].
Como reagdes adversas preocupantes surgem a fraturas subtrocantéricas e a osteonecrose dos
maxilares [36]. A osteonecrose da mandibula é relativamente pouco frequente nas doses
comummente utilizadas na pratica clinica para a osteoporose, sendo mais provavel que ocorra
no contexto do tratamento com bifosfonatos para a perda 0ssea induzida por doenga maligna.
Apesar da acesa discussdo sobre a patogénese deste efeito secundario, esta ainda néo foi
totalmente estabelecida, mas parece estar associada a forte supresséo da remodelagdo 6ssea,
sendo a preferéncia pela mandibula devido a taxa de remodelacdo 6ssea que no 0sso alveolar

é cerca de dez vezes superior a dos 0ssos longos. No entanto, outros fatores estdo envolvidos,



nomeadamente a extracdo de pecas dentarias e infecbes [11], pelo que sdo necessarios mais
estudos para explicitar as causas deste efeito secundario.

O efeito adverso mais comum no tratamento com bifosfonatos é uma reacdo de fase
aguda, uma sindrome que se assemelha a uma gripe associada a artralgias e mialgias com
inicio nas 24 horas ap6s o inicio do tratamento. A hipocalcémia é também comum, mas
raramente sintomatica, mesmo assim o suplemento com calcio e vitamina D deve ser
administrando concomitantemente. A toxicidade renal € um dos efeitos mais preocupantes do
acido zoledrénico, devendo a dose ser ajustada as taxas de depuracdo da creatinina de cada
doente e, por esta razdo, a funcdo renal estudada antes do inicio do tratamento [4, 38].

Nos homens com cancro da prostata avancado o &cido zoledrénico utilizado na dose de
4mg a cada 4 a 4 semanas reduziu significativamente a ocorréncia de eventos relacionados
com 0 0SS0, 0 que ndo aconteceu com outros bifosfonatos menos potentes [32].

Resultados positivos foram também obtidos com o cancro da mama e o mieloma
multiplo, sendo defendida a continuacdo da terapéutica com &cido zoledrénico até ao
surgimento de efeitos adversos ou diminuicdo da performance do farmaco [38]. No mieloma
maultiplo os bifosfonatos contribuem para o controlo a longo prazo da doenca 6ssea, reduzindo
a incidéncia de eventos associados ao 0sso, apesar de ndo parecer que melhorem a sobrevida
dos doentes. No entanto, alguns estudos tém descrito um efeito apoptético do acido
zoledronico e outros bifosfonatos contendo nitrogénio nas células de mieloma multiplo, mas
ndo se sabe qual o significado desta ocorréncia in vivo. Este facto associado as agdes no
osteoblasto dos bifosfonatos tem gerado uma corrente a favor da utilizacdo precoce dos
bifosfonatos nos doentes com mieloma mdaltiplo [33].

Os bifosfonatos sdo também utilizados na artrite reumatoide de modo a prevenir a perda
0ssea ocorrida quer pelo processo inflamatério, quer pela terapéutica com glucocorticoides,

mas ndo sdo capazes de reverter as lesbes ja estabelecidas [6]. A diminuicdo da apoptose



osteoclastica encontrada nas articulagBes inflamadas pode contribuir para a eficacia
relativamente reduzida dos bifosfonatos em prevenir a perda dssea nesta patologia quando

comparativamente com a osteoporose [14].

5.2 — Estrogénios e moduladores seletivos dos recetores dos estrogéenios

As terapéuticas anti-reabsortivas tiveram inicio com os estrogénios ha cerca de 50 anos,
ja usados nessa altura para prevenir a perda de massa 6ssea. Varios estudos ja comprovaram a
sua eficécia, tanto na reducdo do nimero de fraturas como na capacidade de prevenir a perda
Ossea [36]. O seu efeito na reabsorcdo 6ssea prende-se com o facto de serem um inibidor da
via do RANKL, diminuindo a diferenciacao osteoclastica, existindo estudos que comprovam
in vitro 0 aumento da producdo de OPG por osteoblastos e 0s seus precursores na presenca de
estrogenios [7], apesar de existir alguma evidéncia, ainda controversa, a favor de uma acao
direta nos precursores osteoclasticos [11]. No entanto, apresentam varios efeitos secundarios,
0 que impossibilita a sua utilizacdo no tratamento a longo prazo da osteoporose [36].

O raloxifeno € um modulador seletivo dos recetores dos estrogénios, aprovado no
tratamento da osteoporose pds-menopausica e nas fraturas vertebrais. Também este farmaco é
capaz de, como 0s estrogénios e outros SERMs (ex.: tamoxifeno e ospemifeno), aumentar a
producdo de OPG. Para além desta acdo, o tamoxifeno também inibe a osteoclastogenese
diretamente, o que ndo acontece com o raloxifeno e o ospemifeno [11]. Ao contrario dos
estrogénios, o raloxifeno ndo acarreta 0 aumento de risco de cancro da mama associado aos
estrogénios em terapéutica de longa duracdo, mas, em contrapartida, o0s SERMs sdo muito
menos eficazes que os estrogeénios. O toremifeno provou ainda ser eficaz na reducéo do risco
de fraturas em doentes sob terapéutica de privacdo androgénica, no contexto de neoplasia

maligna da prostata [32]. Outros SERMs estdo neste momento em desenvolvimento, que tém



demonstrado uma eficacia semelhante a terapéutica de substituicdo hormonal com estrogénios
classica em modelos animais [7].

De salientar que, apesar do seu efeito moderado, tanto com os SERMs, como com 0s
estrogenios, apo6s um ano de tratamento atinge-se um plateau na DMO, que se admite ser
devido a reducdo na formacéo 6ssea por acoplamento com a ligeira reducdo dos nimeros de

osteoclastos que é observada nesta terapéutica[11].

5.3 — Outros farmacos que atuam no eixo RANKL/RANK/OPG

Outro farmaco que, para além dos estrogenios e SERMs, influencia o eixo
RANKL/RANK/OPG através da osteoprotegerina ¢ o fragmento cristalizavel-OPG, uma
proteina resultante da fusdo do fragmento cristalizavel (Fc) de uma imunoglobulina G (IgG1)
com a OPG. Esta proteina tem uma semi-vida circulante superior a da OPG, no entanto foi
abandonada, visto que se verificou ter o potencial de induzir a producdo de anticorpos anti-
OPG [7]. Para além disso a OPG parece ter um efeito anti-apoptotico, o que no contexto da
perda de massa 6ssea associada a doengas malignas, poderia ser uma desvantagem [30].

Com melhores resultados temos o denosumab, um anticorpo 1gG, humano monoclonal
com elevada especificidade para 0 RANKL e, ao ligar-se a este, de modo semelhante a OPG
[30], impede a interacdo com o RANK, inibindo a osteoclastogénese e a atividade reabsortiva
de osteoclastos maduros. Este farmaco ndo s6 diminuiu a probabilidade de fraturas, mas
também aumentou a DMO nas vértebras lombares, nos 0ssos da anca e no radio distal. Os
ensaios clinicos de fase Il demonstram redugdes na probabilidade de fraturas de 68% nas
vértebras e de 40% na anca [11]. A fosfatase alcalina dssea, um indicador da atividade
osteoblastica, diminuiu com esta terapéutica, mas a uma velocidade inferior a que se verifica

com os bifosfonatos [7], pelo que este farmaco estd de acordo com o principio de



acoplamento da remodelacdo 6ssea, como acontece com os bifosfonatos [11]. O denosumab ja
foi aprovado para o tratamento da osteoporose pds-menopausica e na perda 6ssea em doentes
com cancro e metastases dsseas. Nesta Ultima situacdo o denosumab parece ser capaz de nédo
sO inibir a reabsorcdo 0ssea, mas também de evitar o desenvolvimento de metastases 0sseas
[30]. O denosumab ndo estd associado a uma resposta humoral do hospedeiro, ndo sendo
formados anticorpos que o neutralizem ou que afetem o eixo RANK/RANKL. Os ensaios
clinicos de fase Il em doentes com metastases dsseas de cancro da mama, cancro da préstata
e outros tumores solidos mostraram uma superioridade do denosumab contra o acido
zoledronico na reducdo da morbilidade associada a complicacBes 6sseas [32], mas também
estava associado a um aumento da DMO superior e, aparentemente, a capacidade de manter
uma estrutura 6ssea normal [20].

Também uma forte resposta anti-tumoral foi encontrada em ensaios clinicos de fase 1l em
doentes com tumores de células gigantes do osso. Pelo contrario no mieloma multiplo o
denosumab ndo se mostrou superior ao acido zoledronico. Relativamente ao perfil de
seguranca, o denosumab pareceu ter menores percentagens de inducdo de efeitos toxicos
renais e de reaccdes de fase-aguda, mas ambos os farmacos apresentam incidéncias
semelhantes (ou ligeiramente superiores para o denosumab) de osteonecrose da mandibula.
Anticorpos contra o denosumab surgiram apenas num pequeno numero de mulheres e foram
transitorios. Também ndo foram detetados aumentos nas taxas de infec¢bes e reacgdes de
toxidade, uma preocupacdo pertinente visto que 0 RANKL é um mediador do sistema
linféide, se bem que estudos de longa duracdo seriam importantes na avaliacdo destes
possiveis efeitos [39]. Para doses mais altas (180mg a cada 4 semanas, no contexto
oncologico) o denosumab também desencadeou hipocalcémias, a grande maioria sem
gravidade. Para chegar a um equilibrio entre a eficacia e a segurancga a dose mais habitual na

perda Ossea associada a doenca maligna é 120mg a cada 4 semanas. O maior obstaculo da



utilizacdo mais generalizada do denosumab sera provavelmente o seu custo inicial, apesar de
um estudo em Portugal ter determinado que tem um perfil de custo-efetividade aceitavel,
quando comparado com as terapéuticas habitualmente utilizadas no tratamento da osteoporose
pGs-menopausica [40], e o facto de a sua administracdo ser subcutanea [30].

Foi sugerida ainda uma vacina capaz de induzir a formacdo de anti-corpos contra o
RANKL, testada em murinos [1], mas mais efeitos seriam necessarios para avaliar a sua
eficacia, durabilidade e efeitos secundarios, particularmente a formacdo de anticorpos

cruzados e influéncia no sistema imune.

5.4 — Inibidores da Catepsina K e das Metaloproteinases da matriz

A catepsina K tem sido envolvida na patogénese de vérias patologias: picnodisostose
(associada a descoberta da sua importancia na actividade osteoclastica), osteoporose, artrite
reumatdide, osteoartrite, aterosclerose, tumores, etc. [5]. Interessantemente a catepsina K
parece ter ainda o potencial de estimular os osteoblastos, por um mecanismo ainda nao
esclarecido, visto que em outros animais 0s inibidores da catepsina K estimulavam a
formacéo de osso cortical, mas inibiam a de osso trabecular [11]. Odanacatib é um inibidor da
catepsina K, atualmente em ensaios clinicos da fase Ill, que apesar de inibir a dissolucdo da
matriz 6ssea ndo afeta a secre¢do acida nem a viabilidade do osteoclasto. Este facto também
tem como desvantagem uma reabsorcdo Ossea nao totalmente inibida e parcialmente
compensada pelas metaloproteinases da matriz, o que diminui a eficacia da terapéutica.
Interessantemente uma dose baixa de odanacatib parece atuar como um estimulador da
remodelagdo dssea, contrariamente ao efeito inibidor da atividade osteoclastica conseguida

com doses maiores. Esta resposta dual ndo foi observada com outros farmacos



antiosteoporoticos, pelo que talvez fosse interessante estudar os seus efeitos pré-remodelacéo.
Sugiram no entanto varios efeitos adversos, nomeadamente cutaneos [36].

A inibicdo de MMPs, uma familia de proteases dependentes do zinco que degradam as
proteinas da matriz extracelular, também tem sido uma das estratégias estudadas.
Especificamente a MMP-9 tem sido envolvida nos processos de reabsorcao 0ssea, pelo que se
torna num alvo terapéutico de interesse. Farmacos especificamente dirigidos as MMPs ainda
estdo em fases precoces de desenvolvimento, mas atuacdes indiretas, por inibicdo de cinases,
como a JAK e e a p38, envolvidas na transducdo de sinais que leva a expressao de enzimas

osteoclasticas funcionais, da qual fazem parte as MMPs [7].

5.5 — Calcitonina

A calcitonina foi aprovada para o tratamento da osteoporose na década de 80, no entanto,
e apesar de os osteoclastos apresentarem um recetor para a calcitonina, os efeitos desta na
osteoclastogénese eram menos marcados que os dos estrogénios [36], com uma reducdo de
fraturas em doentes osteopordticas de cerca de 40% [7]. E uma hormona polipeptidica com 32
aminoéacidos e produzida por humanos e varios animais. Atua por interacdo com um recetor
especifico para a calcitonina nos osteoclastos, levando a alteracdes no citoesqueleto dos
osteoclastos e, por conseguinte, inibindo a reabsorcdo dssea [41], mas, ao contrario dos
bifosfonatos, por exemplo, ndo promove a apoptose dos osteoclastos, tendo até algum efeito
protetor [7]. Apesar do efeito relativamente pequeno na DMO, a calcitonina parece proteger a
estrutura trabecular do 0sso, 0 que contribuird para os resultados positivos desta terapéutica
[41]. Curiosamente, a calcitonina tem maior efeito em osteoclastos mais ativos, pelo que, de
modo a otimizar a terapéutica, a calcitonina devera ser administrada a noite, quando se

observa o pico da fungdo osteoclastica. Esta particularidade da calcitonina de preferéncia por



osteoclastos mais ativos € util, por exemplo, na doenca de Paget [41]. Tem como vantagem o
reduzido espectro de reacdes secundarias, com uma margem terapéutica consideravel, visto
que para doses cerca de 100 vezes superiores a dose recomendada surgem efeitos que nao
pdem em risco a vida do doente e que sdo transitorios [41], com excecdo de irritacdo da
mucosa nasal com a administracdo intra-nasal e efeitos gastro-intestinais com a formulacéo
oral em doses superiores a de 0,8mg/dia que tem sido utilizada nos ensaios clinicos, e o efeito
analgesico que apresenta quando utilizada em doentes com fraturas vertebrais por
compressdo, com osteoporose, com doenca de Paget ou com outras doencas malignas [41],
mas, atualmente, a administracdo parenteral, intramuscular ou intranasal, reduz a adesao dos
doentes a terapéutica. Estdo em curso investigacfes para uma formulacdo oral da calcitonina,
que poderiam tornar a sua utilizacdo mais atrativa. Esta formulacdo oral da calcitonina associa
a calcitonina a molécula 5-CNAC (do inglés 8-(N-2-hydroxy-5-chloro-benzoyl)-amino-
caprylic acid), que, ao interagir com a calcitonina, gera uma substancia insolavel em pH
acido, reduzindo a degradacdo da molécula por peptidases [41], ja em ensaios clinicos de fase
I1, foi otimizada farmacocinetica e farmacodinamicamente [11]. Outra desvantagem prende-se
com o fato de o uso prolongado poder resultar na internalizacdo de recetores e uma
consequente reducdo na eficacia [7], apesar de existirem dados contraditorios, visto que um
estudo com calcitonina oral indicou que a internalizacdo que ocorria ndo era suficiente para
afectar significativamente a eficacia do farmaco [41]. A dose eficaz de calcitonina associada a
uma reducdo da probabilidade de fraturas ficou estabelecida nas 200 1U de calcitonina diérias,

por um periodo de até 5 anos [41].



5.6 — Ranelato de estréncio

O ranelato de estroncio foi aprovado em 2004 na Europa, mostrando uma reducdo de
cerca de 34% na probabilidade de fraturas vertebrais. Este farmaco tem uma dupla acéo:
promove a formagao de 0sso, atraves da estimulagdo da diferenciacdo osteoblastica, e diminui
a reabsorcdo Ossea, através do eixo RANK/RANKL/OPG, via aumento da produgdo de
OPG[11]. Em ensaios clinicos até 5 anos ndo mostrou efeitos secundarios graves, pelo que a
terapéutica a longo prazo com este farmaco seria interessante, visto que o seu mecanismo dual
permite uma aproximacao ao processo fisiologico da remodelacdo[7]. Deste modo o ranelato
de estrébncio promove um desacoplamento da remodelagdo Ossea, com um aumento da

formacgéo de 0sso.

5.7 — Inibidores da secrecéo acida

A ATPase vacuolar (V-ATPase) e o canal de cloro 7 (CIC-7) sdo relativamente
especificos do osteoclasto e inibidores destes transportadores de ifes tém demonstrado uma
diminuicdo da reabsor¢do osteoclastica associada a um aumento da sobrevivéncia
osteoclastica devido a esta quiescéncia funcional, pelo que se tém tornado num interessante
alvo de estudo, devido ao seu potencial de desacoplamento da remodelacdo 6ssea. Inibidores
do CIC-7 em ratos ovariectomizados com idade avangada relevaram uma prevencdo da
reabsorcéo Ossea de cerca de 50%, associado a um aumento do nimero de osteoclastos e sem
alteracdes nos niveis dos marcadores de formacdo Ossea. Resultados semelhantes foram
encontrados para os inibidores da V-ATPase. Um estudo utilizando proéteses revestidas com
bafilomicina mostrou uma elevacdo do nimero de osteoclastos associados a um aumento da

formag&o Ossea [11].



Um estudo estabeleceu que a utilizacdo de inibidores do processo de acidificacdo nas
lacunas de reabsorcdo, nomeadamente a bafilomicina Al e a difilina, ambos inibidores da V-
ATPase, e a etoxizolamida, um inibidor da CA2, impedia por completo o processo de
reabsorcéo, ao contrario do que acontece com os inibidores da proteo6lise [42].

Apesar de uma variedade consideravel de inibidores da secre¢do &cida ainda ndo existem
certezas sobre a aplicabilidade destes farmacos na pratica clinica, nomeadamente relativas a
seguranca e eficacia, sendo eventualmente necessario o desenvolvimento de compostos mais

especificos de modo a diminuir possiveis efeitos secundarios [43].

5.8 — Peptideo similar ao glucagon-2

O GLP-2 é um peptideo com 33 aminoacidos, gerado por clivagem pos-traducdo proteica
do proglucagon, num processo que também origina o peptidio similar ao glucagon-1 (GLP-1),
pelas células L do espitélio intestinal e por varias células neuronais no sistema nervoso
central. O GLP-2 intestinal é secretado ap0s a ingestdo alimentar, o que se relaciona com a
reducdo pds-prandial da reabsorcdo dssea. Para aléem disso o GLP-2 parece ndo afetar a

formacédo de osso [11].

5.9 — Outros farmacos

A integrina avf3 esta envolvida em processos de adeséo celular, nomeadamente ao 0sso,
particularmente na reabsor¢do 0ssea, mas também na adesdo de metéstases, pelo que foi
desenvolvido um inibidor desta integrina para tentar travar a fixagdo de metastases 0sseas. Os

dados pré-clinicos mostraram uma reducédo da destruicdo 0ssea [4].



Também anticorpos contra a PTHrP ou inibidores da acdo deste péptido bloqueiam a
reabsorcéo 6ssea em modelos experimentais [4]. Curiosamente apesar de a PTHrP favorecer a
reabsorcéo 6ssea, a sua administracdo intermitente parece ter o efeito oposto[44].

O rituximab é um anticorpo anti-CD20 que diminui as células B e que se mostrou eficaz
em pacientes com artrite reumatdide com factor reumatoide positivo. O tratamento com
rituximab diminui a progressdo da destruicdo das articulagdes e do osso subcondral, que é
mediado pelo osteoclasto. Estudos comprovaram um efeito consideravel do Rituximab no
eixo RANK/RANKL/OPG, com estabilizacdo das lesdes na maioria dos doentes avaliados.
Estes dados sdo a favor da influéncia do sistema imune na remodelagdo 6ssea, nomeadamente
um papel importante das células B [29].

O dasatinib ¢ um inibidor de tirosina cinases, com um espectro de acdo mais amplo e
mais potente que o imatinib, tendo sido desenvolvido para tratamento de leucemias resistentes
a este ultimo farmaco. Este farmaco tem a particularidade de inibir as cinases da familia Src,
envolvidas na regulacdo do osteoclasto. De momento estdo a decorrer ensaios de fase Il para
diversos tipos de tumores (prostata, mama, célon e pulméo). Um estudo demonstrou que
doses baixas de dasatinib atuavam como um agente modificador do 0sso, com um efeito tanto
anabdlico como anti-reabsortivo 6sseo, pelo que seria interessante continuar a investigacao de
modo a perceber se seria aplicavel a utilizacdo deste farmaco para doencas do 0sso, mesmo
fora do contexto oncol6gico [45]. Também outros inibidores com ac¢do nas cinases Src
também estdo a ser estudados como o saracatinib e o bosutinib [7].

Também anélogos do resveratrol, um composto de origem vegetal com propriedades
inibitdrias da reabsorcéo e pro-osteoblasticas, tém um efeito in vitro mais potente, mas na
mesma linha da molécula original, pelo que estudos que pudessem demonstrar a sua eficacia e
seguranca in vivo seriam interessantes. Estes andlogos ndo apresentaram o efeito inibidor da

proliferacédo de células de mieloma multiplo, que ocorreu para doses altas de resveratrol [46].



A alfaradina (Ra-223 Cl,) é um agente especifico para o 0sso com a capacidade de emitir
particulas alfa, que tem mostrado resultados promissores em estudos de fase 11 no tratamento
de metastases 0sseas [47].

Finalmente uma mencéo terapéutica génica, ainda em fases muito precoces, mas a
silenciamento de genes podera vir a ser uma realidade no futuro e o osteoclasto apresenta

varios alvos passiveis de atuacdo deste género de terapéuticas [48].

5.10 — Agentes anabdlicos

Uma referéncia aos agentes que favorecem a formacdo de 0sso, como é o caso da
teriparatida, um anélogo da hormona da paratiroide (PTH 1-34) com eficacia na prevencao de
fraturas vertebrais e ndo vertebrais de 35 a 65% em doentes osteoporoticos, que atua por
aumento da proliferacdo de precursores de osteoblastos e da atividade osteobléstica. A
associacdo da teriparatida a um agente anti-reabsortivo ndo traz vantagens em termos da
prevencdo de fraturas[7]. A teriparatida, apesar de relativamente pouco estudada a sua relacéo
com o osteoclasto, parece estimular a osteoclastogénese por uma inducdo temporaria na
expressdo de RANKL e aparentemente é necessaria a presenca de osteoclastos maduros, para
que este farmaco possa exercer o seu efeito estimulante na formagéo de osso [11].

Outra area de estudo inclui os calciliticos: antagonistas dos recetores orais do célcio, que
parecem estimular a secrecdo de PTH, de modo transitorio e a formacdo de 0sso, mas apesar
dos estudos animais apresentarem bons resultados, os ensaios clinicos em mulheres poés-
menopausicas foram suspensos devido a sua estreita janela terapéutica [44].

A nitroglicerina mostrou um efeito positivo na producdo Ossea, mas o0s efeitos

secundarios que surgiram nos ensaios clinicos levaram a frequentes desisténcias da



terapéutica, pelo que uma forma mais segura para tratamento de longa duracdo seria
interessante [44].

A esclerostina é uma proteina, produzida pelos ostedcitos, que afeta negativamente a
proliferacdo, diferenciacdo e atividade de mineralizacdo da matriz dos osteoblastos. Esta
molécula liga-se a BMPs e a recetores celulares de modo a antagonizar a acdo das BMP e da
cascata de sinalizacdo Wnt [6]. Anticorpos contra esta molécula tém sido criados, na tentativa
de ao frenar a sua atividade, fomentar a producdo de 0sso [7].

Também a DKK1 é um antagonista da via Wnt, pelo que também tem sido explorada esta

alterativa para a promocao da osteoblastogénese [4].



Conclusoes

O osteoclasto oferece uma multitude de alvos terapéuticos, com interesse em mdltiplas
patologias. Mais investigacdo em novas terapéuticas e os resultados dos ensaios clinicos em
curso poderdo trazer numerosas vantagens, quer por diminuigédo dos efeitos adversos (como é
0 caso da osteonecrose da mandibula com os bifosfonatos), quer por aumento da conveniéncia
da administracdo (de que é exemplo a calcitonina oral), quer por permitir uma melhor
qualidade do o0sso e prolongar os efeitos terapéuticos no tempo, com aumento da qualidade de
vida e, em alguns casos da sobrevida, dos doentes afligidos por doencgas do 0sso.

Alguns farmacos tém vindo a ser destacados, nomeadamente o denosumab e a calcitonina,
pelos bons resultados que apresentaram em ensaios clinicos, mas também pelos menores
efeitos secundarios, e, no caso da calcitonina, pelo interesse que o desacoplamento
reabsorcdo/formacdo de osso tem, na formacdo de um 0sso com um estrutura de qualidade.
Salientam-se ainda os inibidores do processo de acidificacdo: estes apresentam ndo s6 o
potencial de inibir a reabsorcdo Gssea significativamente, mas também, ao ndo levarem a
apoptose dos osteoclastos, de manterem os niveis de formacdo 0ssea.

Previsivelmente nos proximos anos este sera um tépico de acesa investigacéo e, devido ao
conhecimento cada vez mais aprofundado da histologia e biologia molecular do osteoclasto e
dos processos associados a remodelacdo 6ssea, muitas novas terapéuticas dirigidas ao 0sso e,
particularmente, ao osteoclasto estdo em desenvolvimento, em estudos pré-clinicos ou ja em

ensaios clinicos, dai que serdo de esperar avangos neste campo.
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