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Resumo

O tecido d6sseo é composto por células capazes de reparacdo, remodelacdo e regeneracao
tecidual, mas que em grandes propor¢des ndo apresentam resultados satisfatorios. Assim,
novas terapias baseadas na medicina regenerativa por meio de células-tronco vém sendo
avaliadas com o intuito de solucionar a problematica. O presente estudo busca avaliar,
por meio de uma revisdo integrativa da literatura, o potencial de formacdo Ossea de
células-tronco mesenquimais (CTM) sobre-expressao da proteina morfogenética 6ssea 9
(BMP-9). Trata-se de um estudo exploratdrio, qualitativo e descritivo. Para sua

idealizagéo, os descritores cadastrados no DeCS/MeSH ‘“‘regeneration”, “mesenchymal
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stem cells”, “bone morphogenetic protein 9" € “growth differentiation factor 2"’ foram
interligados por meio dos operadores booleanos “and” ¢ “or” e aplicados nas bases de
dados da PubMed/Medline, Scielo, Bireme e Google Académico. Dos 142 estudos
localizados em um recorte temporal de 10 anos (2012 a 2022), 12 artigos publicados na
lingua inglesa e portuguesa foram incluidos na amostragem final. Dentre os resultados,
estudos in vitro e in vivo evidenciam a terapia como promissora no processo de formagéo
de tecido 6sseo. BMP-9 e CTM aumentaram a poténcia de diferenciacdo de células no
tecido, possibilitando o reparo em defeitos 6sseos extensos. Ferramentas tecnolégicas de
edicdo genética tém sugerido grandes possibilidade de revolucionar a ciéncia, uma vez
que sdo guias para a clivagem de DNA. Estudos futuros se fazem necessarios com o
enfoque na terapia celular, para que assim a aplicabilidade dessa técnica seja aprofundada
cientificamente e posteriormente possa avancar para seu uso clinico nas ciéncias da salde.
Palavras-chave: Regeneracdo; Terapia celular; Células-tronco mesenquimais; Proteina

Morfogenética Ossea

Abstract

Bone tissue is composed of cells capable of tissue repair, remodeling and regeneration,
but which, in large proportions, do not present satisfactory results. Thus, new therapies
based on regenerative medicine using stem cells have been evaluated in order to solve the
problem. The present study seeks to evaluate, through an integrative literature review, the
bone formation potential of mesenchymal stem cells (MSC) over-expression of bone
morphogenetic protein 9 (BMP-9). This is an exploratory, qualitative and descriptive
study. For its idealization, the descriptors registered in the DeCS/MeSH “regeneration”,
“mesenchymal stem cells”, “bone morphogenetic protein 9” and “growth differentiation
factor 2 were linked using the Boolean operators “and” and “or” and applied to the
databases from PubMed/Medline, Scielo, Bireme and Google Scholar. Of the 142 studies
located in a time frame of 10 years (2012 to 2022), 12 articles published in English and
Portuguese were included in the final sample. Among the results, in vitro and in vivo
studies show the therapy as promising in the process of bone tissue formation. BMP-9
and CTM increased the differentiation potency of cells in the tissue, enabling the repair
of extensive bone defects. Technological tools of gene editing have suggested great

possibilities to revolutionize science, since they are guides for the cleavage of DNA.



Revista de Casos e Consultoria, V. 14, N. 1, e30285, 2023
ISSN 2237-7417 | CC BY 4.0

Future studies are needed with a focus on cell therapy, so that the applicability of this
technique is scientifically deepened and can later advance to its clinical use in the health
sciences.

Keywords: Regeneration; Cell therapy; Mesenchymal stem cells; Bone Morphogenetic

Protein.

Resumen

El tejido 0seo esta compuesto por células capaces de reparar, remodelar y regenerar
tejidos, pero que, en grandes proporciones, no presentan resultados satisfactorios. Asi, se
han evaluado nuevas terapias basadas en la medicina regenerativa con células madre para
solucionar el problema. El presente estudio busca evaluar, a través de una revision
integrativa de la literatura, el potencial de formacion 6sea de la sobreexpresion de la
proteina morfogenética 6sea 9 (BMP-9) en células madre mesenquimales (MSC). Se trata
de un estudio exploratorio, cualitativo y descriptivo. Para su idealizacion, los descriptores
registrados en el DeCS/MeSH “regeneracion”, “células madre mesenquimales”, “proteina
morfogenética 6sea 9” y “factor de diferenciacion de crecimiento 2” se vincularon
mediante los operadores booleanos “y” y “0” y se aplicaron a las bases de datos de
PubMed/Medline, Scielo, Bireme y Google Scholar. De los 142 estudios ubicados en un
marco temporal de 10 afios (2012 a 2022), 12 articulos publicados en inglés y portugués
fueron incluidos en la muestra final. Entre los resultados, estudios in vitro e in vivo
muestran que la terapia es prometedora en el proceso de formaciédn de tejido 6seo. BMP-
9 y CTM aumentaron la potencia de diferenciacion de las células en el tejido, lo que
permitié la reparacion de defectos dseos extensos. Las herramientas tecnolégicas de
edicion de genes han sugerido grandes posibilidades para revolucionar la ciencia, ya que
son guias para la escision del ADN. Son necesarios futuros estudios con enfoque en la
terapia celular, para que se profundice cientificamente la aplicabilidad de esta técnica 'y
pueda avanzar posteriormente a su uso clinico en las ciencias de la salud.

Palabras clave: Regeneracion; Terapia celular; Células madre mesenquimales; Proteina

morfogenética Osea.
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Introducéo

O oss0 é caracterizado como um tecido de sustentacdo corporal que possui em sua
composicdo grandes possibilidades de regeneracdo, que acontece devido as fases de
reparacdo e remodelacéo, dependentes de diversas sinalizagdes entre células e tecidos em
proximidade entre eles (QUILES et al., 2021). Na grande maioria dos casos, esse tecido
possui maiores taxas de sucesso de reparo quando possuem a presenca de algum trauma,
infeccdo ou neoplasia (FREITAS et al., 2019). Todavia, quando essa regido € lesionada
em grandes proporgdes terapias complementares podem ser utilizadas como forma de
restabelecer a funcionalidade do local (RODRIGUEZ-MERCHAN et al., 2021), como o
uso de enxertos autélogos (LUO et al., 2021) e halogénico (FREITAS et al., 2019).

Apesar da utilizacdo de enxertos possibilitar o sucesso na préatica clinica, a taxa de
morbilidade de um segundo sitio cirdrgico, além da transmissdo de infec¢cdes podem estar
presentes (FREITAS et al., 2019). Nesse viés, o tratamento desses defeitos 6sseos é uma
situacdo clinica que requer intervencdes desafiadoras e dependentes do papel das células
regenerativas na fase adulta (RODRIGUEZ-MERCHAN et al., 2021; KHORSAND et
al., 2017). Assim, a medicina regenerativa baseada em terapias celulares vem
amplamente sendo disseminada como forma de intervencdo em salde, demostrando
abordagens satisfatérias em pesquisas presentes na literatura (FREITAS et al., 2019;
PRANSKUNAS et al., 2019; KHORSAND et al., 2017).

Nas ultimas décadas, a busca por estudos que possibilitem o refinamento da
técnica utilizada durante a terapia celular no processo de osteoinducdo se fizeram
necessarias, com o principal enfoque na correcdo desses defeitos de origem Ossea
(SANTOS et al., 2020; FREITAS et al., 2019; SCARFI, 2016). Para que isso seja
possivel, o processo de migracdo, proliferacdo e diferenciacdo de células deve ser
reorganizado por fatores que gerem a manifestacao de sinais extracelulares com o intuito
de suprir todos os mecanismos envolvidos (PRANSKUNAS et al., 2019). Uma das
grandes propostas da ciéncia para a resolutividade dessa problematica é a terapia genética
com o intuito de sobre-expressar determinadas proteinas com o potencial de gerar a
formacdo de osso (REDMAN et al., 2016; FREITAS et al., 2019). Essa tecnologia
permite que uma determinada nuclease em associacdo a esse método gere um local que

possui pequenos acidos ribonucleicos (RNAS) e que posteriormente serdo guias para a
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clivagem de acido desoxirribonucleico (DNA) (REDMAN et al., 2016; PRANSKUNAS
etal., 2019).

Funciona como uma edicdo de genes que possibilita o envolvimento de dois
componentes capazes de guiar o gene desejado, como a proteina 9 associada a CRISPR
(Cas9), descrita na literatura cientifica como uma endonuclease que gera a quebra de fita
dupla no DNA, possibilitando determinadas modificagbes no genoma em avaliagcéo
(QUILES etal., 2021; REDMAN et al., 2016). Por meio da implementacéo dessa técnica,
é possivel realizar a ativacdo ou desativacdo de genes e organismos celulares de forma
exitosa. Portanto, é possivel realizar a aplicacdo de uma série de testes em ambientes
laboratoriais simulados, dos quais podem ser incluidos modelos in vivo e in vitro, além
da obtencdo de imagem em tempo real daquele ambiente (REDMAN et al., 2016;
SCARFI, 2016).

Ligado a isso, as células tronco possuem em sua constituicdo a possibilidade de
se regenerar com o correto estimulo biolégico, bem como se diferenciar dependendo de
seu potencial (PRANSKUNAS et al., 2019; LUO et al., 2021). No caso das de origem
mesenguimais (CTM), é possivel observar a diferenciacdo de diversos tecidos (VHORA
et al., 2018), tais como o adiposo e osteogénico (LUO et al., 2021). Sua associacdo a
proteinas Gsseas, como a proteina morfogenética dssea 9 (BMP-9) é algo que vem sendo
avaliado na ciéncia regenerativa (PRANSKUNAS et al., 2019; RODRIGUEZ-
MERCHAN et al., 2021). Essas proteinas estdo em constante observacdo na literatura
atual (SCARFI, 2016), das quais sdo caraterizadas como citocinas que estdo diretamente
ligadas ao fator de crescimento transformador beta (TGF-B) (RENDMAN et al., 2016;
LUO etal., 2021). Essas citocinas possuem em sua constituicao agentes que possibilitam
a formacdo do tecido 6sseo, e seus efeitos possuem acédo de proliferacao e anti-apoptdtica,
sendo a proteina de maior grau osteogénico (REDMAN et al., 2016).

Essa combinagdo de técnicas e biomateriais com essas celulas possibilitam o
aumento na formag#o de tecido sseo (RODRIGUEZ-MERCHAN et al., 2021). Todavia,
ainda nao foram observados na literatura um estudo que evidencie de forma completa
essa regeneracéo tecidual (REDMAN et al., 2016; PRANSKUNAS et al., 2019). Esse
fator advéem em decorréncia comportamento biolégico do corpo humano variavel,
podendo ser degradado de forma rapida ou possibilitar sua permanéncia por um longo

periodo prejudicando o processo de regeneracdo do tecido 6sseo (VHORA et al., 2018).
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Assim, estudos pré-clinicos demonstraram que o tratamento por meio de células
mesenquimais induz a formacéo 6ssea em casos como a osteonecrose e em defeitos de
origem o0ssea (REDMAN et al., 2016). Colaborando com esses achados, dados na
literatura evidenciam ainda que esse processo de regeneracao afeta diretamente muitas
citocinas, como a Interleucina 1 Beta (IL-1p) pro-inflamatorio e fator de necrose tumoral
alfa (TNF-a) que sdo disseminados nesse ambiente como forma de resposta de defesa
natural do hospedeiro (REDMAN et al., 2016; SCARFI, 2016).

Apesar dos estudos evidenciarem efeitos promissores por meios experimentais
(VHORA et al., 2018), isso ndo reduz a necessidade de avaliagdo clinica, visto que é
fundamental o tratamento do defeito dsseo de forma preexistente e que sdo mais dificeis
de realizacdo de tratamento (DENG et al., 2018). Desse modo, evidencias sugerem que
essas células mesenquimais podem gerar o0 aumento da angiogénese quando comparado
a outros meios celulares em avaliagdo, estimulando assim o reparo ésseo em diferentes
tipos e tamanhos (REDMAN et al.,, 2016; DENG et al., 2018). Com base nessas
informacBes supracitadas, percebe-se que a terapia pode apresentar um grau de
importancia nas ciéncias da saude, com enfoque na regeneracdo 6ssea de grandes lesdes
(SCARFI, 2016; DENG et al., 2018).

Nesse contexto, o presente estudo possui como objetivo principal descrever, por
meio da literatura cientifica, o potencial de formacéo, reparacdo e remodelacao éssea de
CTM sobre-expressdo da BMP-9, gerando efeitos significativos na reabilitacdo 6ssea de

lesBes de grandes extensdes no campo das ciéncias da salde.

Metodologia

Desenho do estudo e fundamentacéo tedrica

Estudo exploratdrio, descritivo, qualitativo, com desenho de pesquisa classificado
como revisdo integrativa da literatura (RI1) (ERCOLE et al., 2014). Quanto a esse método
de pesquisa, Mendes, Silveira e Galvdo (2008) destacam que possibilita ao pesquisador o
olhar analitico sobre a tematica avaliada, com a possibilidade de integralizar diversos
estudos e assim gerar novos dados que podem ser aplicados clinicamente. Nesse contexto,
inicialmente preconizou-se as seis etapas operacionais descritas por Sousa, Silva e

Carvalho (2010) para o seguimento da pesquisa: 1°) criagdo da pergunta norteadora, 2°)
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localizagéo dos artigos na literatura, 3°) coleta das informac6es obtidas para a transcri¢éo
de dados, 4°) avaliagdo dos manuscritos previamente localizados visando a sua incluséo
definitiva, 5°) andlise entre os principais achados nos estudos selecionados, 6°)

apresentacdo dos novos dados qualitativos na literatura cientifica.

Acrénimo PICO

Por meio do acrénimo PICO, onde P=Populacéo, I= Intervencdo, C= Controle e
O=Desfecho do estudo (Tabela 1), descrito por Santos, Pimenta e Nobre (2007), a
seguinte pergunta norteadora foi implementada: a sobre-expressdao de proteina
morfogenética 9 e células-tronco mesenquimais conduz a formacdo, reparacdo e
regeneracao Gssea na ciéncias da saude como forma de promover uma melhora no quadro

clinico de grande lesdes desse tecido?

Tabela 1- Acrénimo PICO

Descricdo Sigla Estratégia
Populagdo P Estudos que utilizam ceélulas-tronco sobre-expressdo da
BMP9.
Intervencéo I Potencial osteogénico.
Controle C Néo utilizado.
Desfecho 0 Reparacgdo 0ssea.

Fonte: Santos, Pimenta & Nobre (2007), adaptado.

Busca de estudos

Os descritores cadastrados no Descritores em Ciéncias da Saude (DECS) e
Medical Subject Headings (MESH) ‘“regeneration/regeneracdo”, “mesenchymal stem
cells/ Células-tronco mesenquimais”, “bone morphogenetic protein 9/ proteina
morfogenética 6ssea 9” e growth differentiation factor 2/ fator 2 de diferenciacdo de
crescimento” foram aplicados no Sistema Online de Busca e Andlise de Literatura
Médica (PubMed/Medline), Scientific Electronic Library Online (Scielo), Centro Latino-
Americano e do Caribe de Informagdo em Ciéncias da Saude (Bireme) e Google
Académico e posteriormente interligados através dos operadores booleanos “and” e “or”

em um recorte temporal de 10 anos (2012 a 2022), conforme descrito na Tabela 2.
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Tabela 2 — Estratégia de busca nas bases de dados

Base de dados Estratégia

PubMed/Medline Regeneration AND mesenchymal stem cells AND Bone Morphogenetic Protein 9.

Scielo Regeneracdo AND células-tronco mesenquimais
Bireme Regeneracdo AND/OR células-tronco mesenquimais and Proteina Morfogenética
Ossea 9

Google Académico Regeneracdo AND/OR células-tronco mesenquimais and Proteina Morfogenética
Ossea 9 AND/OR Fator 2 de Diferenciacio de Crescimento

Fonte: Autores, 2022.

Critérios de elegibilidade

Nesse presente estudo de RI, apenas estudos in vitro e in vivo publicados em um
recorte temporal de 10 anos (2012-2022), na lingua inglesa ou portuguesa e relacionados
a temética avaliada foram incluidos. Os estudos deveriam associar as CTM e a BMP-9 no
processo de osteoindugdo nas ciéncias da satde. Foram removidos estudos duplicados,
incompletos, indisponiveis, inferiores a 2012, trabalhos de concluséo de curso (TCC),
teses, dissertacOes de mestrado e/ou doutorado, documentos editoriais, anais de evento,
revisdes de literatura e demais estudos advindos da literatura cinzenta. Estudos que
relacionavam outras proteinas e ndo utilizavam a BMP-9 em seus testes também foram

desconsiderados na amostragem final.

Tabulacdo de dados

Os dados quantitativos e qualitativos obtidos foram tabulados por meio do
software Microsoft Excel versdo 2021, sendo destacadas informacGes como o autor/ano,
desenho da pesquisa, amostra e desfecho do estudo. Para a exclusdo de estudo duplicados

o gerenciador de referéncias Mendeley Desktop 2.67.0 foi utilizado.

Resultados

Selecdo dos estudos

Este estudo foi idealizado com o objetivo de descrever o efeito de CTM sobre-
expressdo da BMP-9 no processo de formacao de tecido 6sseo. Por se tratar de um tema
atual, a literatura cientifica evidéncia poucos estudos relacionados nas bases de dados

nacionais e internacionais em saude com essa proteina em especifico, sendo evidenciados
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na grande maioria a avaliacdo a proteina morfogenética 6ssea 2 (BMP-2) nesse processo
de formacdo dssea. Todos os estudos tabulados possuem como desenho de pesquisa
estudos in vitro e in vivo, ou associacdo de ambos. Esses estudos evidenciam efeitos
promissores da sobre-expressdo da BMP-9 e CTM, gerando a formacdao de tecido 0sseo.

Com a busca na literatura, um total de 146 estudos foram localizados inicialmente
com base na estratégia utilizada por meio dos operadores booleanos e descritores, sendo
que destes, 26 eram da PubMed/Medline, 05 da Scielo, 21 da Bireme e 90 do Google
Académico. Apos leitura dos titulus e resumos, 09 foram removidos em decorréncia de
duplicidade e/ou repetices, restando 133 estudos para a avaliagdo. Apos avaliacdo, 121
foram removidos devido aos critérios de elegibilidade adotados, restando 12 artigos que

foram incluidos na amostragem final para compor os resultados (Figura 1).

Figura 1 — Fluxograma PRISMA da estratégia de pesquisa

Registros identificados Registros adicionais
=
‘E} PubMed/MEDLINE:(N= 26) identificados em outras
= _ fontes de dados
:E Scielo: (N=05)
3 =
= Bireme: (21) (N=00)
Google Académico: (90)

S Registros excluidos apos repeticoes ¢ Excluidos por niio se
E;_"_. sem resumos disponiveis na integra enquadrarem nos

(N=09) critérios de inclusio
k)
3 |
< Artigos completos Artigos excluidos apds
= rastreados critérios de elegibilidade
B -
= (N=133) (N=121)

!
2 Artigos selecionados na analise
§ qualitativa e quantitativa
o
= (N=12)

Fonte: Galvéo, Pansani & Harrad (2015), adaptado.

Desses estudos, 10 foram extraidos da PubMed/Medline, 01 da Bireme e 01 do

Google Académico. Na bireme ndo foram selecionados estudos na amostragem final apds
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avaliacdo dos critérios de elegibilidade. Os principais dados dos 12 estudos incluidos

nessa RI foram destacados na Tabela 3 a seguir.

Tabela 3 — Estudos incluidos na amostragem final apds avaliagdo dos critérios de elegibilidade

Autor/ Ano Base de dados Desenho do estudo/ amostra Desfecho
Wang et al., Google Desenho: estudo in vitro. BMP-9 possibilita a superacéo
2013 Académico Linhas: HEK-293, C2C12, da inibicdo de noggin, o que
C3H10T1/2 e HCT116. pode contribuir para a
Proteinas: BMP-2, BMP-9 e capacidade osteogénica.
GFP.
Shuietal.,, PubMed/Medline Desenho: estudo in vivo. A expressio de BMP-9
2014 Principais materiais: esponja de intermediada por adenovirus
colageno tipo I, hidroxiapatita- recombinante possibilita a
fosfato tricélcico e matriz éssea indugdo efetiva da
desmineralizada, usando células diferenciacdo osteogénica em
progenitoras osteoblasticas células C2C12.
C2C12 expressando BMP-9.
Zhang etal., PubMed/Medline Desenho: estudo in vitro. Presenca de efeitos sinérgicos
2015 Principais materiais: regides de de BMP-9 e miR-548d-5p na
codificacdo de BMP-9 foram diferenciagdo osteogénica de
amplificadas por proteina C- CTM.
reativa. A deteccdo da
concentracdo de osteocalcina foi
realizada  por meio de
imunoensaio enzimatico
utilizando osteocalcina.
Renetal.,  PubMed/Medline Desenho: estudo in vitro. Combinacdo de BMP-9 e
2016 Principais materiais: andaime glicosaminoglicano
composto de glicosaminoglicano mineralizado nanoparticulado
mineralizado ~ nanoparticulado  osteogénico  possibilita o
osteogénico e  fator de estimulo na diferenciacdo
crescimento duplamente condrocitica e osteogénica de
condrogénico e osteogénico, CTM.
BMP-9, na diferenciacdo CTM.
Ruanetal., PubMed/Medline Desenho: estudo in vitro. Vetores lentivirais de terceira
2016 Principais materiais:  células geragdo ~ promovem  uma
MC3T3-El. O nivel de expressdo melhorara efetiva em termos
de fator de transcricdo 2 osteogénicas de células
relacionado a runt (Runx2) MC3T3-EL
mRNA  foi detectado por
transcricdo reversa-reacdo em
cadeia da polimerase, e técnica
Western blotting foi realizada
para detectar os niveis de
expressdo proteica de BMP2,
BMP4, BMP6, BMP7, BMP9 e
Whnt3a.
Dumanian et PubMed/Medline Desenho: estudo in vitro e in iCALSs transduzidas por BMP-9
al., 2017 vitro. semeados em um andaime

Principais materiais: Poli (citrato
de polietilenoglicol-co-N
isopropilacrilamida associado &
gelatina  (PPCN-g).  Células

termorresponsivo PPCN-g sdo
capazes de induzir a formacéo
6ssea em defeitos de tamanho
critico.
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Autor/ Ano

Base de dados

Desenho do estudo/ amostra

Desfecho

progenitoras mesenquimais
calvérias derivadas de murino
(iCALs) expressando BMP-9.

Khorsand et Bireme Desenho: estudo in vitro. A densidade de conectividade
al., 2017 Principais materiais: Complexos do o0sso regenerado foi maior
de A polietilenimina-mRNA em até duas vezes no grupo que
(codificando BMP-2 ou BMP-9) recebeu BMP-9- cmRNA
foram fabricados e caracterizados quando em comparacdo com
quanto a eficacia de transfeccdo BMP-2-cmRNA.
usando CTM. O potencial
osteogénico das CTM tratadas
com esses complexos  foi
determinado pela avaliagdo da
expressdo de genes, bem como
através da deteccdo de deposi¢do
de matriz dssea.
Zhang etal.,, PubMed/Medline Desenho: estudo invitroeinvivo. Apds 0 carregamento com
2019 Principais materiais: andaimes BMP-9, os efeitos na promocdo
compostos de nano- da diferenciagdo osteoblastica e
hidroxiapatita, coldgeno | e na formagdo dssea foram mais
nanotubo de carbono de paredes fortes.
multiplas foram fabricados em
varias concentra¢fes por mistura
e liofilizac&o. Ap6s o
carregamento com BMP-9, as
CTM foram semeadas para
avaliar suas caracteristicas num
defeito critico.
Zhouetal.,, PubMed/Medline Desenho: estudoinvitroeinvivo. O material composto de
2020 Principais materiais: CTM, vetor CTM+BMP-9+termogel
lentiviral do gene da proteina reparou tecidos cranianos
morfogenética 6ssea (BMP-9) e lesionados de ratos por meio da
termogel P3HB4HB. expressao de fatores
osteogénicos.
Chenetal.,, PubMed/Medline Desenho: estudo in vitro. A proteina 2 de ligacdo de
2021 Principais materiais: linha celular  sequéncia rica em AT especial
293pTP utilizada para promove auto-renovacdo e
empacotamento e amplificagdo diferenciagdo osteogénica de
de adenovirus. CTM de incisivos CTM  de  incisivos de
de camundongos. camundongos.
Liuetal., PubMed/Medline Desenho: estudo invitroeinvivo. A BMP-9 potencializa a
2021 Principais materiais: coloracdo de sinalizacdo angiogénica de

atividade da fosfatase alcalina e
vermelho de Alizarina S para
diferenciacdo osteoblastica.
Reverse Transcriptase
Quantitative PCR (RT-qPCR) e
western blot para a expressdo de
fatores relacionados a
angiogénese.

CTM co-cultivadas  com
células endoteliais da veia
umbilical humana, elevando a
formacdo 0ssea ectdpica.
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Autor/ Ano Base de dados Desenho do estudo/ amostra Desfecho
Tevenetal., PubMed/Medline Desenho: estudo invitroeinvivo. BMP-9 possibilita o estimulo
2021 Células progenitoras calvarias da diferenciacdo osteogénica
murinas reversivelmente em iCALs, sendo considerada
imortalizadas (iCALs) infectadas um agente promissor para a
com vetores adenovirais que regeneracdo do tecido calvario.
codificam BMP-9 ou GFP e
avaliadas quanto a diferencia¢do
osteogénica por meio de estudos
de implantacdo de CTM.
Fonte: Autores, 2022.
Discusséo

Com base na analise, esse presente estudo de RI observou uma aplicabilidade
promissora em estudos in vitro e in vivo que utilizaram CTM e BMP-9 no processo de
reparacao de tecido 6sseo. Essa sobre-expressdo das proteinas e CTM pode potencializar
0 processo de formacdo Ossea por meio da diferenciacdo celular, sugerindo efeitos
benéficos em fraturas e traumas de grande extensdo. Dentre os principais resultados
obtidos, a literatura consultada destaca 3 grandes subtopicos, sendo eles o potencial de
diferenciacdo de células osteoindutoras, o processo de reparacdo e regeneracdo de
defeitos 6sseos em estudos in vitro e in vivo e o processo de selecdo celular na engenharia

tecidual 6ssea.

Potencial de diferenciacdo das CTM e BMP sobre-expressao

As CTM possuem grande potencial em sua aplicabilidade na ciéncia (REDMAN
et al., 2016; ZHANG et al., 2019; VHORA et al., 2019), podendo se diferenciar em
determinadas linhagens de origens condrogénicas, adipogénicas e osteogénicas, que em
associacdo as BMPs apresentam fungdes importantes no processo de proliferacédo
(WANG et al., 2013; LIU et al., 2021; REN et al., 2016). Estudos recentes destacam que
as BMPs, em especial a de numeracgdo nove, apresenta grande formacéo de tecido 0sseo
(ZHOU et al., 2020; VHORA et al., 2019; KHORSAND et al., 2017). Nesse contexto,
Wang et al., 2013 destacaram por meio de seu estudo in vitro que a BMP-9 pode ser
fortemente ligada a inibicdo de noggin, proteina desenvolvida em diversos tecidos do
corpo humano, contribuindo para o potencial osteogénico em CTM em associagéo a essa

proteina.
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Ligado a isso, a BMP-9 faz parte de uma familia de TGF-B (HUANG et al., 2019;
ZHANG et al., 2015), desempenhando o processo de regulacdo das células com base em
seus meios fisiologicos, incluido na imunologia o processo de proliferacéo, diferenciacdo
e apoptose celular (ZHOU et al., 2020; ZHANG et al., 2019). As BMPs séo passadas
como um fator de crescimento (HUANG et al., 2019), demostrando efeitos promissores
na regulacdo de angiogénese e do comprometimento de células-tronco com enfoque
osteoblastico (REN et al., 2016; SHEIKH et al., 2015). Alguns estudos localizados na
literatura cientifica destacam que a BMP-9 é uma das proteinas que possuem a maior
potencializacdo de inducdo de diferenciacdo de células osteoblasticas, isso levado em
comparacdo as outras BMPs presentes na ciéncia, apesar de pouco avaliada (LIU et al.,
2021; REN et al., 2016; ZHANG et al., 2020).

As BMPs em associacao as CTM, que sdo de origem ndo hematopoetica, podem
se diferenciar de diversos tecidos constituintes do corpo humano (WANG et al., 2013), e
em linhagens como a neuronal e cardiomigénica, regulando a diferenciacdo de
osteoblastos e gerando a formacéo dssea (WANG et al., 2013). Quando ocorre a ruptura
desses fatores genéticos ha a geracdo de anomalias esqueléticas durante o processo de
desenvolvimento (ZHANG et al., 2019). A BMP-9 possibilitam ainda a proliferacdo de
hepético, desempenhando um grande papel na indugdo e manutencéao colinérgica neural
do sistema nervoso central (SNC) (SHEIKH et al., 2015).

Por meio da literatura avaliada, essa proteina demostrou resultados satisfatorios
em sua atividade osteoindutoras em estudos in vitro e in vivo (WANG et al., 2013; LIU
et al., 2021; ZHOU et al., 2020; DUMANIAN et al., 2017; VHORA et al., 2019). No
entanto, alguns fatores sobre a tematica precisam ser avaliados com maior atencdo
(WANG et al., 2013). Dentre esses, a sinalizacdo das BMPs € normalizada de forma
negativa em varios niveis de constituicdo celular, sendo incluidos nessa constituicdo a
regulacao extracelular, regulacédo intracelular e regulacéo transcricional (ZHANG et al.,
2015). Esses fatores em conjunto possuem grandes evidéncias que a BMP-9 possibilita a
ligagcdo de seus receptores cognatos ao noggin, gerando como consequéncia a resisténcia
e capacidade de formacéo de tecido 6sseo em CTM (WANG et al., 2013).
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Reparacéo e Regeneracgéo de defeitos 0sseos

Os defeitos de origem 0ssea e de articulagBes sdo considerados comum e de altas
prevaléncia na sociedade (REN et al., 2016), o que tem se tornando um problema
alarmante e que exige intervencdo por meio da reparagcdo com o correto material (ZHOU
et al., 2020). O processo de regeneracdo 6ssea é um fator importante no tratamento desses
defeitos (RUAN et al., 2016; ZHANG et al., 2015), que na grande maioria dos casos,
vem em decorréncia de infecgdes, traumas e presenca de tumores com posterior ressec¢ao
Ossea que pode gerar 0 aumento da morbidade (ZHOU et al., 2020). Sua gravidade esta
diretamente relacionada a area em que houve a perca dos ligamentos do segmento 6sseo,
assim estratégias sdo implementadas para o tratamento clinico desses defeitos (ZHOU et
al., 2020; RUAN et al., 2016). Materiais aloplasticos e autoenxertos sdo considerados
boas opcdes atualmente disponiveis no tratamento, que dentre esses enxertos, o de origem
autogena foi considerado o padrdo como método terapéutico (SHEIKH et al., 2015)
Todavia, sua aplicacdo € limitada ao doador do material, além da presenca de eventos
adversos como a dor, infeccdo do local, lesdo no nervo e possibilidade de potencializar
novas fraturas locais (ZHOU et al., 2020).

O processo de reparacao e defeitos 6sseos de grandes tamanhos é desafiador para
profissionais atuantes na area de cirurgia (WANG et al., 2013). Diversas estratégias vém
sendo avaliadas na ciéncia como forma de intervir e obter éxito em termos estéticos e
funcionais ao paciente (SHEIKH et al., 2015), assim as BMPs podem fornecer o processo
de osteoinducéo, possibilitando a remodelacdo do tecido 6sseo por meio do estimulo de
celulas especificas (REN et al., 2016; ZHANG et al., 2020). Essa a¢do € particularmente
promissora no processo de promover a diferenciacdo de células osteogénicas de origem
mesenguimais (TEVEN et al., 2015; ZHANG et al., 2019; DUMANIAN et al., 2017). As
BMPs de maneira geral sdo fatores diretamente ligados ao crescimento 0sseo e
comumente utilizadas para o processo de promocéo da osteogénese de CTM e a geragédo
de um novo tecido de origem 6ssea em ensaios in vivo e iv vitro (ZHANG et al., 2020).
Dentre as variedades de proteinas utilizadas, as de numeracéo 9 é considerada como uma
alternativa promissora no processo de formacéo 0ssea (SHUI et al., 2014), desencadeando
também a diferenciacdo osteogénica de CTM e ativando os fatores de sinalizagédo
(WANG et al., 2013).
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A formag&o de tecido 6sseo, além de sua reabilitacdo em totalidade s&o efeitos
que advém de uma interacdo entre diferentes tipos de células e tecidos com o objetivo de
gerar um novo tecido mineralizado naquele determinado local afetado (ZHOU et al.,
2020; TEVEN et al., 2015; KHORSAND et al., 2017). Esses tecidos podem ser de origem
nervosa, autbnoma, sensorial ou vascular, visto que o0 processo pode ser intermediado
pelos osteoblastos (SHEIKH et al., 2015). Um dos fatores de extrema importancia nesse
desenvolvimento tecidual sdo os vasos sanguineos, agregando diversas substancias que
sdo indispensaveis no processo de homeostase do tecido 0sseo no ambiente a ser
reabilitado (DUMANIAN et al., 2017). Esse microambiente possui sais minerais e fatores
de crescimentos que promovem a formacdo de células osteoblasticas (LIU et al., 2021).
Nesse sentido, as CTM, além de possuirem diversos potenciais de diferenciacdo em sua
constituicdo (RUAN et al., 2016), sdo consideradas populares visto sua vascularizacao,
que possui um isolamento de fontes ilimitadas e ndo invasivas (ZHANG et al., 2020).

Atualmente essas células vém sendo utilizada em diversos campos da satide (REN
et al., 2016), como em cirurgias da coluna devido a sua aplicabilidade promissora no
processo de proliferacdo e migracédo de células (ZHANG et al., 2020), bem como sua
imunomodulacdo (L1U et al., 2021). Nesses casos, as BMPs exercem o papel de reabilitar
o0 tecido 6sseo, aumentando a proliferacdo e diferenciacdo do processo osteogénico e
angiogénico dessas células-tronco (LIU et al., 2021; RUAN et al., 2016). A BMP-9 é
uma das proteinas que menos € estudada e que possibilita a regulacao de células de origem
endoteliais e angiogénese, gerando o processo de inducdo do fendtipo do tipo colina,
restrito de produzir glicose hepatica (CHENARD et al., 2012). Ela regula ainda diversos
genes especificos por meio de um perfil de transcri¢do, além de fazer cross-talk, ou seja,
a transmissao de sinal através de outras vias de acesso (LIU et al., 2021).

O material utilizado para a reparacdo de tecido 0sseo devera realizar o processo
de expressdo genética (ZHANG et al., 2020), possibilitando assim a proliferacéo celular
e participacao de atividades fisioldgicas no tecido, causando a formacéo do tecido 0sseo
(ZHOU et al., 2020; KHORSAND et al., 2017). Alguns fatores devem ser considerados
como forma prévia a aplicagdo clinica de materiais de reparo tecidual, como o equilibrio
entre a porcentagem de degradacdo do material utilizado e o processo de crescimento
tecidual de células (MAY et al., 2019), bem como o processo de manutencdo da

resisténcia desses materiais de forma mecénica (ZHOU et al., 2020). Apesar disso, a



Revista de Casos e Consultoria, V. 14, N. 1, e30285, 2023
ISSN 2237-7417 | CC BY 4.0

BMP-9 é considerada a proteina morfogenética, entre todas as outras em avaliagdo
(KHORSAND et al., 2017), como a de maior potencial de inducéo de diferenciagédo em

diversos estudos presentes na literatura cientifica (CHEN et al., 2021).

Processo de selecéo celular na engenharia do tecido 6sseo

O processo de angiogénese precedente a formacdo de tecido 0sseo, além do
sistema de vasos desse sistema, possibilita o fornecimento de nutrientes como os fatores
de crescimento, citocinas e hormdnios, além da remocéo de diversos residuos de origem
metabdlica capazes de gerar uma ponte entre o tecido ésseo e o circundante (CHENARD
et al., 2012). No processo de metabolizacdo desse tecido, a angiogénese pode gerar um
novo foco na prevencdo e perca de massa 0ssea (CARREIRA et al., 2015). Assim, as
CTM realizam o processo de diferenciacdo, a partir de um mesoblasto que possua
condigdes adequadas para a cultura celular (LIU et al., 2021; Khorsand et al., 2017). A
co-cultura de CTM e endoteliais podem fornecer um maior nimero de CTM, promovendo
assim o processo de angiogénese e osteogénese, sendo considerada uma terapia
promissora no processo de engenharia de tecido de sustentacdo e regeneracdo 6ssea (LI1U
etal., 2021; DUMANIAN et al., 2017).

As CTM pertencem a um grupo de células que geram a diferenciacdo de
osteoblastros, mioblastos e condrécitos em ambientes que adequados que possibilitem a
acao de citocinas (LIU et al., 2021; ZHOU et al., 2020). Esse potencial de diferenciacédo
podera variar com base nas caracteristicas dessas células sendo que esse fator considerado
fundamental para a sua semeadura e manipulacdo, assim as CTM podem ser sementes
que possuem grande potencial no processo de regeneracdo de tecidos, sem a rejeicdo no
processo imunolégico (LIU et al., 2021; MAY et al., 2019). Essa engenharia dssea é
fundamentada no processo de carregamento celular com o potencial de formacgédo de
tecido 0sseo, ou seja, ceélulas de potencial osteogénico com estruturas de condugéo
(CARREIRA et al., 2015). Além disso, possibilitam a liberacdo de fatores de crescimento
de tecido 6sseo (ZHANG et al., 2015), e o processo de revascularizacdo nesse tecido por
meio do processo de suprimento sanguineo de forma adequada (CARREIRA et al., 2015;
ZHOU et al., 2020).
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As pesquisas atualmente relacionadas a engenharia desse tecido 6sseo sdo focadas
no processo de selecdo celular no suprimento sanguineo (CARREIRA et al., 2015). A
angiogénese possui direta relacdo em tempo e espaco nesse contexto de formacéo durante
a fase do desenvolvimento embrionario, além da formacdo tecidual e no processo de
cicatrizacdo de fraturas em geral (LIU et al., 2021). Com base nos dados destacados nesta
presente RI, percebe-se que a aplicacdo desses processos bioldgicos em grandes defeitos
de origem dssea possui a capacidade de reparacdo, apesar de seu custo proibitivo. A
atividade dessa proteina em especifico ainda é considerada desconhecida pela literatura,
visto que o alcance da dose-resposta especifica € um desafio a ser investigado no intuito
de biodisponibilizar a proteina de acordo com o tempo de regeneragdo e cicatrizacdo
fundamental para a reparacdo completa do defeito a ser restabelecido (DUMANIAN et
al., 2017).

Em suma, esse presente estudo de RI descreveu de forma atual o processo de
diversos estudos que utilizaram as BMPs e células-tronco mesenquimais em associacao
como forma de osteoinducdo nas ciéncias da saude, principalmente na correcdo de
defeitos 6sseos de grande extensdo. Com base na analise critica dos estudos tabulados,
observou-se gque esse processo regenerativo é considerado promissor em estudos in vitro
e in vivo, com enfoque em ferramentas tecnoldgicas capazes de gerar, observar e alterar
determinados genes em laboratério com visando potencializar o efeito da BMP-9 e
promover a formacdo do tecido 6sseo. Diferentes métodos foram utilizados para avaliar
a tematica em questdo, bem como a implementacédo de diversos materiais em conjunto ou
isoladamente, ndo sendo observadas um padrdo de alta prevaléncia nos estudos incluidos
na presente andlise da literatura cientifica, o que posteriormente destaca-se que ndo foram
evidenciadas recomendac0es claras e conclusdes especificas sobre o uso de tais materiais

e métodos em investigacao.

Considerac0es Finais

Com base na literatura avaliada, é possivel concluir que o processo de sobre-
expressdo de CTM e BMP-9 possibilita a reparagéo tecidual 6ssea em estudos in vivo e
in vitro. Destaca-se 0 processo de regeneracdo em grandes defeitos 0sseos existentes,

sendo considerada uma terapia promissora e vantajosa em comparagao aos enxertos. A
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utilizacdo de ferramentas que possibilitem a avaliacdo gendmica promovem uma maior
modulacdo do ambiente de avaliagdo, permitindo maiores possibilidades de formacao
Ossea para a area das ciéncias da saude quando comparado as demais terapias
regenerativas, como 0s enxertos autdlogos atualmente disponiveis. Com base nisso,
espera-se que esse presente estudo de RI possa contribuir para apromoramento da técnica
e temética para que novos estudos sejam idealizados com enfoque nessa terapia celular
com a BMP-9 e CTM no processo de formacéo, reparacdo e remodelacdo tecidual 0ssea,
possibilitando novos métodos de reabilitacdo Ossea em diversas areas da saude,

contribuindo para o seu avango clinico na saude.
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