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Os autores apresentam uma revisio atualizada sobre proteinas reguladoras de formagdo 6ssea e de cartilagem in vivo. A recons-
trucdo tecidual devido a processos patologicos como trauma e neoplasias é o grande desafio das cirurgias ortopédicas e buco maxilo
faciais. O emprego na clinica cirtirgica desse biomaterial vem promover um grande beneficio, mas demanda de mais pesquisas sobre a

natureza da osteogé€nese.
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INTRODUCAO

Com o advento da tecnologia do DNA
recombinante e a possibilidade da produgao
das proteinas morfogenéticas 6sseas (BMPs)
em larga escala, sem necessidade de uma
fonte doadora, a técnica de enxertos 6sseos
ganhou um poderoso aliado.

O o0sso € um tecido conjuntivo que apre-
senta alta capacidade de reparagéo esponti-
nea depois de lesado, ap6s um intervalo de
tempo. Porém, em certas situagdes, uma
perda excessiva pode determinar o apareci-
mento de defeitos 6sseos permanente.

Nas lesdes cisticas e neoplasicas que re-
sultam na formagéo de loja 6ssea, o epitélio
e/ou tecido conjuntivo suprajacentes podem
migrar para dentro da cavidade impedindo
a formacio do codgulo e consequentemente
do calo 6sseo. As células do tecido mole pro-
liferam mais rapidamente que os osteocitos,
ocupando o defeito 6sseo. Esses defeitos 6s-
seos, requerem técnicas de tratamento como
o uso de membranas efou enxertos 6sseos
autbégenos.

Com a descobertas da BMPs o reparo
6sseo pode ser realizado por meio de pro-
cesso biologico natural.

REVISAO DA LITERATURA

URIST (1971) foi o primeiro a identifi-
car a BMP como proteina que induzia for-
maciio 6ssea em locais ectopicos. Ele des-
cobriu uma substincia na matriz 6ssea
desmineralizada de coelhos que apresentava
a propriedade de induzir células

mesenquimais indiferenciadas em células
progenitoras.

De acordo com REDDI (1995), as BMPs
fazem parte de uma superfamilia chamada
TGF-B, cujos membros apresentam proprie-
dades regenerativas sobre diversos tecidos,
incluindo o tecido 6sseo.

SAMPATH e REDDI (1981) demonstra-
ram um processo de exiragdo de BMP co-
nhecido como extracio dissociativa. Por esse
método, eles conseguiram extrair aproxima-
damente 3% de proteinas da matriz 6ssea
desmineralizada. Foi demonstrado que os
residuos da matriz sozinhos ndo eram capa-
zes de promover osteogénese, mas quando
recombinados com os enxertos seu potencial
osteoindutor era recuperado. Baseado nesta
pesquisa, os autores constataram ser a BMP
o principio ativo do osso desmineralizado.

TAGA e MULATINHO (1999) afirmaram
que o procedimento de extragdo dessas pro-
teinas era extremamente exaustivo, onde cada
etapa é realizada a 4° C, sendo extrema-
mente baixa a quantidade de proteinas ex-
traida. A partir de 100kg de osso cortical
fetal bovino eram conseguidos apenas 20g
de BMPs.

Para LEE (1997), a dificuldade de iso-
lar e purificar a BMP, deve-se a pequena
quantidade dessa proteina presente nos os-
sos quando comparadas a outras proteinas.

Segundo NUNES e DUARTE (1999), o
método de purificagdo geralmente utilizado
para a produgfio de BMPs em larga escala é
extremamente caro, com isso, a possibilida-

de terapéutica do uso dessas proteinas se
deve as técnicas da biologia molecular.

Até a década de 70, o DNA era o com-
ponente celular mais dificil de ser analisado.
Sua seqiiéncia de nucleotideos de enorme
tamanho e monotonia quimica era geralmen-
te analisada por meios indiretos, como a se-
qiiéncia de proteinas e anilise genética. A
partir da década de 70, novas tecnologias
foram desenvolvidas permitindo o isolamen-
to e a purificacio de genes especificos num
processo chamado de clonagem génica.
ESPREAFICO (1999).

A Tecnologia do DNA recombinante, é o
conjunto de técnicas que é utilizado para es-
tudar mecanismos de replicagdo e expres-
sdo génica, na determinagfio da seqiiéncia
de um gene e consequentemente da proteina
que ele codifica, ou no desenvolvimento de
culturas microbianas capazes de produzir
substéncias fteis, tais como: insulina huma-
na, hormoénio do crescimento, vacinas e
enzimas industriais em larga escala.
ESPREAFICO (1999).

A técnica central da metodologia do DNA
recombinante é a clonagem molecular, a qual
consiste no isolamento e propagacédo de mo-
léculas de DNA idénticas. A clonagem
molecular compreende pelo menos dois es-
tAgios importantes: primeiro, o fragmento do
DNA chamado inserto é ligado a uma outra
molécula de DNA chamada de vetor para
formar o DNA recombinante. No segundo
estagio, a molécula do DNA recombinante é
introduzida numa célula hospedeira compa-
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tivel, num processo denominado transforma-
¢do. A célula hospedeira que adquiriu a mo-
lécula do DNA recombinante agora passa a
ser denominada transformante ou célula trans-
SJormada. WANG (1988).

WOZNEY (1988) obteve o clone
molecular do DNA que codifica as proteinas
recombinantes humanas BMP-1 (rhBMP-1),
BMP-2 (rthBMP-2) e BMP-3 (thBMP-3), de-
terminando com isso, suas caracteristicas
bioquimicas e biolégicas, inclusive suas se-
qiiéncia de amino4cidos. A partir de entdo,
outras BMPs foram isoladas.

De acordo com REDDI (1995), as BMPs
fazem parte de uma superfamilia de fatores
de crescimento chamada TGF-B, cujos mem-
bros apresentam propriedades regenerativas
sobre diversos tecidos.

WOZNEY (1995) isolou o clone do DNA
que codifica oito proteinas individuais, BMP-
1 a BMP-8. Examinando a relacfo entre elas,
foi formulado uma classificacdo baseada em
seus aminoicidos homoélogos, sendo assim
classificadas: subgrupo 1 formado pelas BMP-
2 e BMP-4; subgrupo 2 formado pelas BMP-
5, BMP-6, BMP-7 ou OP-1 e BMP-8 ou OP-
2; subgrupo 3 formado pela BMP-3 ou
osteogenina.

Esse mesmo autor, nfo considerou a
BMP-1, devido sua seqiiéncia de
aminoacidos e por ndc possuir atividade
osteoindutora.

Para LEE (1997), a vantagem de se usar
proteinas morfogenéticas em relacio aos
outros fatores de crescimento, na técnica de
reparo 6sseo, é que ndo se torna necessario
a preexisténcia de células osteoprogenitoras
na regido do implante.

TAGA e MULATINHO (1999), relatam
que as BMPs sdo bastante soliiveis, portanto
devem ser ligadas a um carreador, o qual
permitiria a conservacgdo das BMPs por um
tempo maior na cavidade 6ssea cirtirgica.

ASPENBERG et al. (1996), estudaram o
uso de cdmaras osteocondutoras de titAnio
associadas as BMPs, em ratos. Concluiram
que houve um incremento na formacio de
tecido 6sseo quando comparadas com o uso
das cAmaras sozinhas. Porém, os resultados
foram menos expressivos quando compara-
dos as fatores de crescimento associados a
hidroxiapatita como carreador, sem o uso
das cAmaras.

JEPSSON e ASPENBERG (1996), em
estudo realizado em coelhos, observaram que
a BMP-2 podia inibir o reparo 6sseo quando
associadas a4 cdmaras de titdnio. A
neoformacfio 6ssea foi deficiente e o cresci-
mento tecidual no interior das cimaras foi
pequeno. Os autores acreditam que tais fatos
se devem ao menor tempo de meia vida da
BMP-2 proporcionado pela cdmara e pela

presenca do metal que circunda o material.
HERR et al. (1996), examinando a for-

magdo ectopica de osso pelas BMPs, utili-
zando implantes de metal e cermica, ob-
servaram que a cerdmica era melhor
carreador, pois apesar de possuirem uma
menor area de superficie, induziram
osteogénese na mesma quantidade que os
implantes de titdnio, que poderiam agir pela
sua superficie metalica, de forma negativa
através de suas forcas idnicas. Os autores
concluiram que as BMPs possuem atividade
osteoindutora, e que esse processo pode ser
influenciado pela natureza quimica do
carreador.

LEE (1997), afirmou que a utilizacgo de
uma matriz nfo é essencial, porém proporci-
ona grandes vantagens como a fixacfio da
proteina no local de agdo, definicdo da for-
ma do osso resultante e a possibilidade de
uma menor quantidade de BMP para que a
dose seja efetiva.

NIMMI (1997), relatou que, devido sua
sensibilidade s proteases endégenas, as
BMPs tém de ser protegidas para que sejam
liberadas de forma continua no local do im-
plante.

DISCUSSAO

Quando URIST (1965) demonstrou que
a matriz 6ssea desmineralizada induzia a for-
magcdo de tecido 6sseo em locais ectépicos,
a terapia de enxertos 6sseos adquiriu novos
horizontes. Alguns pesquisadores antes dele
j4 haviam descrito a idéia de osteoinducdo
(HUGGINS, 1931 apud LIRA, 1998), mas
foi o seu trabalho quem primeiro provou ci-
entificamente que ela poderia ser um grande
aliado na clinica cirfirgica. A possibilidade
de neoformacio 6ssea em locais onde néo
existiam previamente células
osteoprogenitoras trouxe uma realista espe-
ran¢a de que reconstrucdes de grandes de-
feitos 6sseos poderiam, no futuro, serem tra-
tados.

Os outros anos de pesquisa foram dedi-
cados ao isolamento do principio ativo da
matriz 6ssea desmineralizada, que URIST
(1968) apud LIND (1998) denominou Prote-
ina Morfogenética Ossea ou BMP (Bone
Morphogenetic Protein).

URIST, MIKULSKI e LIETZE (1979)
conseguiram isolar a proteina. Sé que ainda
existia um problema que dificultava a sua
introdug&o na clinica. O método de extracio
e purificagdo das BMPs era bastante exaus-
tivo e extremamente oneroso.

Foi quando WANG et al. (1988) apud
LEE (1997), e WOZNEY! apud YOSHIDA
(1999), em trabalhos distintos no mesmo ano,
conseguiram, através do uso da tecnologia
do DNA recombinante, solucionar o proble-
ma de producdo e purificagio em larga es-
cala destas proteinas. WOZNEY, utilizando
o trabalho de WANG como base, descobriu

a seqiiéncia do gene que codificava trés pro-
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tefnas morfogenéticas 6sseas (BMP-1, BMP-
2 e BMP-3). Trabalhos posteriores foram
feitos por WOZNEY (1995), e a familia des-
sas trés BMPs foram acrescentadas mais cin-
co, BMP-4 a BMP-8.

STONE (1997) afirmou que de posse
desta técnica de producdo, tornou-se possi-
vel fabricar a proteina em larga escala, sem
necessidade de regido doadora e praticamen-
te livre de contaminacéo.

As BMPs mostraram sua potente agdo
osteoindutora promovendo formacfo 6ssea
em locais ectépicos como demonstrado por
ASPENBERG e TUREK (1996); HERR et
al. (1996). OKUBO et al. (1999) mostra-
ram que as BMPs, quando introduzidas no
interior do miisculo, estimularam a diferen-
ciagdo tanto das células mesenquimais
indiferenciadas como dos mioblastos em
osteoblastos.

Elas provaram serem bastante efetivas
tanto em defeitos cranianos (VILJANEM et
al. 1977) como em defeitos mandibulares
(YOSHIDA et al. 1999). OKUBO et al.
(1999) demonstraram que sua acfio em lo-
cais intra-6sseos foram ainda melhores que
nas regides ectépicas. ZELLIN e LINDE
(1999) demonstraram a grande efetividade
da rthBMP-2 na formacdo de tecido ésseo,
aumentando em 100% a quantidade de osso
formado com o uso de membranas, quando
colocadas sobre cranio de ratos.

A dose ideal das BMPs ainda é uma in-
terrogagdo. Estudos feitos por

RUTHERFORD et al. (1993);
RUTHERFORD et al. (1995); ASPENBERG
e TUREK (1996) demonstraram que o efei-
to das BMPs foi diretamente proporcional a
dose. SCHWARTY et al. (1998) demonstra-
ram que o o0sso desmineralizado seco-con-
gelado induziu formagdo de tecido 6sseo em
menor quantidade que as BMPs, Como as
proteinas sfo o principio ativo do DFDBA,
ele presumiu que a quantidade de BMP no
DFDBA era menor que a dose disponivel da
proteina pura para uso terapéutico. Portanto,
o acréscimo de BMP ao DFDBA poderia
realgar a formacio de tecido 6sseo desse
material, trazendo melhores resultados no
tratamento. No entanto, o trabalho de ZELLIN
e LINDE (1999) apresentou resultados dife-
rentes, com a quantidade de tecido ésseo
formada ndo sendo maior quando a dose de
BMP era aumentada.

Um dos principais problemas na efetiva
utilizagdo dessas proteinas est4 na obtencdo
do veiculo ideal. Carreadores de natureza
quimica metélica s3o contra-indicados como
demonstrado nos estudos feitos por
ASPENBERG et al. (1996); JEPPSSON e
ASPENBERG (1996). HERR et al. (1996)
presumiram que as forcas i6nicas do materi-
al podem influenciar na efetividade das

? (1988)
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BMPs. A maioria das pesquisas utilizou o
colageno como carreador e vérios autores,
entre eles NIMMI (1997); LIND (1998);
OKUBO et al. (1999), citaram este material
como um dos melhores veiculos para as pro-
teinas.

DE LA FONTAINE e PINTO (1997) ci-
taram que a antigenicidade do material é um
fator que vai interferir nos seus efeitos, por-
tanto o ideal seria que ele ndo apresentasse
esta propriedade. TAGA ¢ MULATINHO
(1999) afirmam que, por apresentarem bai-
xo peso molecular, as BMPs sdo totalmente
livres de efeitos antigénicos.

ASPENBERG e TUREK (1996) mostra-
ram que o efeito das BMPs foram diferentes
em animais de diferentes espécies, portanto
seus efeitos no organismo humano podem néo
ser tdo evidentes como nos estudos "in vitro".
Além do mais, KOBAYASHI et al. (1999)
demonstraram que os mediadores da infla-
macio tiveram acdo moduladora sobre a
rhBMP-2, interferindo na ac¢fo da proteina.
Apesar dos bons resultados, ainda temos que
ser cautelosos quando da intengéo de se es-
colher este material como terapia. A maioria
dos trabalhos foram feitos em laboratérios,
portanto sua efetividade "in vivo" ainda é
uma interrogacéo.

CONCLUSOES

As proteinas morfogenéticas do osso fo-
ram, sem davida, uma grande descoberta
no tratamento de defeitos ésseos. Todos os
trabalhos mostraram sua grande efetividade
na osteoindugfo podendo, no futuro, serem
largamente utilizadas na técnica de reparo
Osseo.

S#o varias as vantagens de se utilizar as
BMPs como biomaterial para enxertos dsse-
os:

a) ndo é necessaria uma cirurgia adici-
onal aquela do implante, como nos casos de
enxerto autégeno. Com isso, diminui-se o
trauma cirirgico, o tempo de convalescéncia
do paciente e os custos da operaco;

b) nio apresenta riscos de infec¢do cru-
zada. Nos enxertos alogénicos, a possibilida-
de de infec¢dio cruzada é minima mas exis-
te. No caso das BMPs essa possibilidade é
praticamente zero;

c) étotalmente reabsorvivel no local, no
sendo necesséria uma segunda cirurgia para
remocdo do material;

d) apresenta potente a¢do osteoindutora,
podendo, em defeitos extensos, levar a for-
mac3o de 0sso nfo s6 nas bordas do defei-
to, mas em todas as regides.

No entanto, o tecido 6sseo formado pelas
BMPs ainda n#o foi avaliado quanto a sua
longevidade. Fica, entfo, a davida se esse
osso formado é eficiente para suportar as
forcas funcionais a longo prazo.

Outro fator a ser destacado é o fato da

necessidade de um carreador. O veiculo ideal
ainda estd para ser descoberto, e a utiliza-
¢do da matriz coldgena como carreador au-
menta a possibilidade de infecc¢do cruzada.

Estudos "in vitro" sdo necessérios no in-
tuito de se revelar a dose ideal e o melhor
veiculo e estudos "in vivo" devem ser feitos
e criteriosamente analisados para que sua real
efetividade seja comprovada.

ABSTRACT

The authors make a present review about
regulator proteins of cartilage and bone
formation. The tissue reconstruction caused
by pathologics processes like trauma and
neoplasy are the great challenge of
orthopaedic, oral and maxillofacial surgery.
The use of this biomaterial in clinical surgery
comes promove a great favour, but need more
researchs about the nature of osteogenesis.
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