UNIVERSIDADE DE BRASILIA
Faculdade de Ciéncias de Saude
Programa de Pés-Graduagao em Odontologia

EH UnB

Dissertacao de Mestrado

A Expressao e Funcao da BMP9 em Células e Tecidos Orais:
uma Revisao de Escopo

Luiza Carvalho Damasceno

Brasilia, 29 de Julho de 2025



Luiza Carvalho Damasceno

A Expressao e Funcao da BMP9 em Células e Tecidos Orais:
Uma Revisao de Escopo

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pos-
Graduagdo em Odontologia da Faculdade de
Ciéncias da Saude da Universidade de Brasilia,
como requisito parcial a obtencao do titulo de Mestre

em Odontologia.

Orientador: Laudimar Alves de Oliveira

Brasilia, 2025.



Luiza Carvalho Damasceno

A Expressao e Funcao da BMP9 em Células e Tecidos Orais:
Uma Revisao de Escopo

Dissertagdo aprovada, como requisito parcial para obtengdo do grau de Mestre em
Odontologia, Programa de P6s-Graduagao em Odontologia da Faculdade de Ciéncias

da Saude da Universidade de Brasilia.

Data da defesa: 29 de Julho de 2025.

Banca examinadora:

Prof. Dr. Laudimar Alves de Oliveira (Orientador)

Profa. Dra. Loise Pedrosa Salles

Prof. Dr. Marcos Coelho Santiago



AGRADECIMENTOS

Agradeco a vida e as oportunidades que me foram concedidas — e que pude
aproveitar - ao longo dessa jornada.

Agradeco a toda minha familia - em especial minha mae Edith, meu pai Jorge
e minha irmé Paula - que sdo meu alicerce, minha base e minha inspiragdo. Estendo
minha gratiddo aos meus avos, a minha avo Célia, coragdo da nossa familia, e ao
meu avoé Julio, que partiu durante a pandemia, mas cuja trajetéria como médico foi
uma das motivagdes para me fazer seguir na area da saude.

Agradeco aos amigos e colegas que trilharam essa jornada comigo, em
especial a equipe que trabalhei diretamente ao longo do mestrado: Luiza, Elisa, Helen
e Emmanuel.

Agradeco a todos os professores que tive o privilégio de conhecer ao longo da
vida académica - graduacdo, especializagdo e pos-graduagdo. Todos foram
inspiracdo e deixaram ensinamentos que carrego comigo. Em especial, ao professor
Laudimar, meu orientador no Mestrado, que me acompanha desde a graduagao, por
sua impressionante calma ao ensinar, sua generosidade e o vasto conhecimento que
tem. A professora Loise, que é uma inspiracdo ndo apenas como docente, mas
também como mulher e pesquisadora, e que encanta com sua leveza e alegria de
levar & vida. A professora Cristine, com extensdo a toda equipe da disciplina de
revisdo sistematica, cuja paixdo pela pesquisa e dedicacdo ao ensino foram
contagiantes e fundamentais para minha formagao.

Por fim, um agradecimento especial ao meu marido, Bruno, meu parceiro de
todas as horas, meu apoio incondicional e minha maior inspiragdo. Obrigada por estar
sempre ao meu lado, por acreditar em mim e me impulsionar a al¢ar voos cada vez

mais altos.



RESUMO

INTRODUCAO: Fatores de crescimento, como as proteinas morfogenéticas 0sseas
(BMPs), desempenham um papel fundamental na regeneracéo tecidual. O uso clinico
da BMP2 ¢é aprovado pela FDA; no entanto, seus efeitos adversos limitam sua ampla
aplicacdo. A BMP9 apresenta maior potencial osteogénico, menos complicagdes e
maior eficacia em doses mais baixas. Sabe-se que as BMPs podem atuar de forma
distinta em diferentes tecidos e érgéos do corpo, destacando a necessidade de se
investigar seus efeitos de forma especifica em cada contexto biolégico. Apesar disso,
a BMP9 na odontologia ainda permanece pouco explorada. Esta revisdo de escopo
tem como objetivo compilar evidéncias sobre a BMP9 em células e tecidos orais,
elucidando seu papel na odontologia, de forma a oferecer subsidios teéricos para
futuras pesquisas.

METODOLOGIA: Esta revisao de escopo foi conduzida de acordo com as diretrizes
PRISMA-ScR. Foi realizada uma busca abrangente em seis bases de dados, além da
literatura cinzenta no dia 26 de novembro de 2024, sem restricdo de ano, idioma ou
pais. Os critérios de elegibilidade seguiram o modelo PCC (Populagao: tecidos/células
orais; Conceito: BMP9; Contexto: associagao entre BMP9 e células/tecidos orais).
Dois revisores independentes com auxilio de trés revisores mais experientes
selecionaram os estudos e extrairam dados quantitativos e qualitativos.
RESULTADOS: Um total de 930 artigos foram identificados, 49 selecionados por
associarem a BMP9 a tecidos ou células orais. A maioria dos estudos era experimental
e originarios da Asia. Os tecidos mais frequentemente estudados foram o ligamento
periodontal, o osso alveolar e a polpa dentaria. As principais fungbes bioldgicas
investigadas foram a diferenciagao osteogénica/odontogénica e a regeneragao 6ssea
in vivo. A BMP9 apresentou desempenho superior a BMP2 na maioria dos estudo que
compararam ambas diretamente. As principais vias de sinalizacdo envolvidas
incluiram MAPK, Smad1/5/8, e Wnt, com efeitos contextualmente dependentes.
CONSIDERACOES FINAIS: A BMP9 apresenta forte potencial osteo/odontogénico
em células orais e mantém sua eficacia em condi¢des inflamatérias, o que é altamente
relevante para terapias odontolégicas. No entanto, a escassez de evidéncias in vivo e
a auséncia de ensaios clinicos ainda limitam sua aplicagao translacional.
PALAVRAS-CHAVE: Bone Morphogenetic Protein 9; BMP9; GDF-2; Dentistry; Oral
tissue.



ABSTRACT

OBJECTIVE: Growth factors, such as bone morphogenetic proteins (BMPs), play a
fundamental role in tissue regeneration. BM2 clinical use is FDA-approved; however,
adverse effects limit its broader application. BMP9 shows greater osteogenic potential,
fewer complications, and higher efficacy at lower doses. It is well established that
BMPs can act differently across various tissues and organs, highlighting the need to
investigate their effects in a tissue-specific context. Despite this, BMP9 remains
underexplored in the field of dentistry. This scoping review aims to compile evidence
on BMP9 in cells and tissues oral, elucidating its role in dentistry in order to provide a
theoretical basis for future research.

METHODS: This scoping review was conducted in accordance with the PRISMA-ScR
guidelines. A comprehensive search was performed in six databases, as well as in
gray literature, on November 26, 2024, with no restrictions on year, language, or
country. The eligibility criteria followed the PCC framework (Population: oral
tissues/cells; Concept: BMP9; Context: association between BMP9 and oral
cells/tissues). Two independent reviewers, with the support of three senior reviewers,
selected the studies and extracted both quantitative and qualitative data.

RESULTS: A total of 930 articles were identified, 49 selected for association between
BMP9 and oral tissues or cells. Most studies were experimental and originated from
Asia. The most frequently studied tissues were the periodontal ligament, alveolar bone,
and dental pulp. The main biological functions investigated were osteogenic/
odontogenic differentiation and in vivo bone regeneration. BMP9 demonstrated
superior performance compared to BMP2 in most studies that directly compared both.
The main signaling pathways involved included MAPK, Smad1/5/8, and Wnt, with
context-dependent effects.

CONCLUSION: BMP9 shows strong osteo/odontogenic potential in oral cells and
maintains efficacy under inflammatory conditions, which is highly relevant for dental
therapies. However, limited in vivo evidence and lack of clinical trials still limits its
translational application.

KEYWORDS: Bone Morphogenetic Protein 9; BMP9; GDF-2; Dentistry; Oral tissue.
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1. INTRODUCAO

A busca por tratamentos biomiméticos e minimamente invasivos tem
impulsionado avangos significativos na odontologia regenerativa (1). Diante da
crescente demanda por solucbes mais eficazes e redugao de riscos adversos, 0s
fatores de crescimento surgem como alternativas promissoras, permitindo a
estimulagao biolégica para a regeneracao de tecidos 0sseos e dentarios (2—4).

Os fatores de crescimento s&o proteinas sinalizadoras (citocinas) que atuam
na comunicagao intracelular, iniciando as cascatas de sinalizagdo (5). Entre esses
fatores, destacam-se as proteinas morfogenéticas 6sseas (BMPs) uma subfamilia do
fator de transformagao de crescimento beta (TGF-B) (6). TGF-B € uma superfamilia
de proteinas que compartiham vias de sinalizagcdo semelhantes, modulam a
expressao génica no nucleo e atuam na estimulagédo ou inibicdo do crescimento e
diferenciagao de diversos tipos celulares, a depender do contexto (7).

As BMPs sao proteinas de sinalizacdo que atuam localmente em células-alvo,
influenciando a sobrevivéncia, proliferacdo e diferenciagdo celular (8). Embora
inicialmente identificadas como agentes indutores de formacgao 6ssea (9), as BMPs
sado atualmente reconhecidas também por afetarem a formacgao e funcao de diversos
sistemas organicos, incluindo rins, figado, sistema nervoso e tecido cardiovascular
(10) além do seu papel na odontogénese (11).

As BMPs sao inicialmente sintetizadas como proteinas precursoras,
constituidas por trés dominios principais: um peptideo sinal, um pré-dominio N-
terminal e um dominio maduro C-terminal (12). A traducdo do RNA mensageiro
(mRNA) - processo em que mRNA é convertido em proteina (13) - ocorre nos
ribossomos citoplasmaticos, sendo o peptideo sinal responsavel por direcionar o
complexo ribossomo-mRNA para o reticulo endoplasmatico rugoso (RER), onde a
sintese da proteina é completada e o peptideo sinal é clivado (14). No RER, a proteina
sofre dobramento conformacional, formacédo de pontes dissulfeto e associagao dos
dominios maduros em dominios covalentes que podem se apresentar na forma de
homodimeros (mondmeros idénticos) ou heterodimeros (monémeros diferentes),

representando a forma biologicamente ativa da proteina (15,16). Esses dimeros
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resultantes apresentam uma conformacéo tridimensional caracteristica em formato de
“borboleta aberta”, com duas folhas 3 antiparalelas formando os “dedos” e uma hélice
a central representando o “pulso” da estrutura, o que favorece a alta afinidade com os
receptores tipo | na superficie celular (12).

O pro-dominio permanece temporariamente associado ao dimero maduro,
tendo como funcdo principal auxiliar no dobramento e transporte da proteina pelo
sistema secretor, desde o RER até o complexo de Golgi (17). Em algumas proteinas
da familia TGF-B, esse dominio pode conferir uma laténcia funcional ao envolver
completamente o dominio maduro e bloquear fisicamente o sitio de ligagdo aos
receptores (como é o caso do TGF-B1) (18). Em contraste, no complexo BMP9/ pré-
dominio, observa-se apenas uma laténcia parcial, atribuida a conformacgao estrutural
aberta que mantém os sitios parcialmente acessiveis, diferindo da estrutura compacta
semelhante a um “colete de for¢a” observado no TGF-B1 (12).

No complexo de Golgi, as BMPs passam por modificagdes pos-traducionais,
incluindo a glicosilagdo do dominio maduro, processo que contribui para estabilidade
conformacional, solubilidade e eficiéncia de secregdo da proteina (16).
Adicionalmente, nesse compartimento ou em vesiculas pos-Golgi, ocorre a clivagem
proteolitica do pré-dominio por enzimas da familia subtilisina/kexina, como a furina,
que reconhecem sitios especificos e promovem a liberagcdo do dominio maduro
(12,19).

Uma vez maturada, a BMP €& empacotada em vesiculas de secrecdo e
exportada para o meio extracelular (20), onde pode difundir-se localmente até
alcancar células-alvo que expressam receptores especificos na superficie celular (21).
Esses receptores pertencem a familia das serina/treonina quinases transmembrana e
sé&o classificados em tipo | (como ALK1, ALK2, ALK3 ou ALK®) e tipo Il (como BMPRZ,
ActRIIA ou ActRIIB) (22). A ligagdo do dimero de BMP aos receptores do tipo I,
constitutivamente ativo, promove o recrutamento de dois receptores tipo | e induz a
formagdo de um complexo heterotetramérico, ativando e desencadeando a
transduc&o do sinal intracelular (23). O principal caminho ativado é a via canbnica
Smad1/5/8, responsavel por regular diretamente a transcrigdo de genes-alvo, mas as

BMPs também podem ativar outras rotas chamadas ndo-canénicas, como as vias
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MAPK e PI3K/Akt, que desempenham papéis complementares ou moduladores,

dependendo do tipo celular e do contexto biolégico (24).

Tradugéo Excrecao
I
Ot
Clivagem

4

Precursor

Transcricdo

/ Glicosilagao

C

Clivagem

Dimeros

Figura 1 - Sintese das BMPs. Imagem criada com Canva (www.canva.com.br)

Sao descritos na literatura cerca de 20 membros da familia das BMPs (nem
todas sao funcionalmente caracterizadas, devido a fungdes pouco compreendidas ou
restritas a contextos bioldgicos especificos), classificados em subgrupos com base na
similaridade de suas sequéncias de aminoacidos, estrutura tridimensional das formas
ativas e padrdes de sinalizagao intracelular, o que reflete também suas funcdes
biolégicas compartilhadas (25). De forma geral, os principais subgrupos funcionais
incluem: BMP2 e BMP4, com reconhecida atividade osteogénica e odontogénica;
BMP5, BMP6, BMP7 e BMP8, envolvidos tanto na osteogénese quanto em processos
como a formacédo renal, de figado e testicular; BMP9 e BMP10, que apresentam
sinalizagao parcialmente distinta das BMPs classicas, com alto potencial osteoindutor
e papel na regulacgdo vascular; BMP12, BMP13 e BMP14, associadas a regeneragéo
de tecidos moles, como tenddes e ligamentos; e BMP3 e BMP15, que exercem
funcdes reguladoras, sendo a BMP3 notoriamente um antagonista endégeno da
sinalizagao osteogénica de outras BMPs (25,26). Essa organizacgao funcional reflete
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a complexidade e a especificidade de atuagcado de cada BMP nos diferentes contextos
teciduais e fisiologicos (27).

Apesar da semelhanca estrutural, as BMPs exibem func¢des especificas e por
vezes contraditorias, a depender do contexto tecidual (28). BMP2, BMP4 e BMP7, por
exemplo, sao proteinas fortemente osteoindutoras, mas também expressam papéis
criticos na organogénese e angiogénese, enquanto BMP3 atua como antagonista
endogeno da ossificagdo, inibindo as agdes osteogénicas de outras BMPs (10). A
diversidade funcional é reforgada por estudos que demonstram que algumas BMPs,
como BMP7, promovem adipogénese de tecido renal, mas podem inibir esse mesmo
processo em células da medula éssea, indicando plasticidade de agdo conforme o
microambiente e o tipo celular (29). Além disso, evidéncias apontam que
heterodimeros de BMPs, como BMP2/7, possuem maior atividade biolégica do que
homodimeros isolados, ampliando ainda mais a complexidade de seu papel fisiologico
(24). Esses aspectos reforcam a necessidade de avaliar cada BMP em contextos
teciduais especificos, especialmente quando consideradas para aplicagdes clinicas
em engenharia tecidual e regeneragéo o0ssea (4).

Desde 2002, a Food and Drug Administration (FDA) aprovou o uso clinico da
proteina morfogenética 0ssea recombinante humana 2 (rhBMP2) especificamente
para procedimentos de fusdo intersomatica de lombar anterior como cages
intervertebrais, sendo a primeira proteina osteoindutora a receber aprovacgao
regulatoria para aplicagéo clinica em regeneragao 6ssea (30). Apesar da aprovagao
restrita, a rhBMP-2 passou a ser amplamente empregada em diversos contextos
cirargicos “off-label’ (fora das indicagbes aprovadas pela FDA), especialmente em
cirurgias de coluna, reconstrugdes maxilofaciais e procedimentos ortopédicos
diversos (30).

Importante destacar que a rhBMP7, também conhecida como OP-1
(Osteogenic Protein-1, nome comercial), foi igualmente aprovada para uso clinico em
procedimentos ortopédicos e cirurgias da coluna, especialmente no tratamento de
fraturas com ndo unido (31). Apesar dos resultados promissores em modelos pré-
clinicos (32,33), sua fabricagdo e comercializagdo foram posteriormente
descontinuadas por motivos comerciais (34). Portanto, até o momento, a rhBMP2

permanece como uma das principais terapias osteoindutoras disponiveis
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comercialmente, atuando como substituto aos enxertos ésseos autdlogos em
multiplos cenarios clinicos (35).

No entanto, diversos estudos relataram complicagcdes adversas associadas ao
uso clinico da rhBMP2 atribuidas, em parte, a necessidade de aplicagcdo de doses
suprafisiologicas da proteina recombinante para alcangar resposta terapéutica
adequada (36). Enquanto niveis fisiolégicos de BMP2 em modelos pré-clinicos
promovem formag&o dssea na faixa de picogramas a nanogramas, a aplicagéo clinica
em procedimentos como fusdes espinhais pode demandar doses entre 1,5 e 12 mg
por nivel vertebral, representando uma diferenca muito acima dos niveis naturais
(35,36), o que favorece a ativagéo de vias de sinalizagéo néo fisioldgicas e processos
inflamatorios descontrolados (37). Entre os principais efeitos indesejados estao:

e inflamagdo exacerbada em tecidos moles adjacentes ao sitio de aplicagao,
particularmente na regido cervical, resultando em edema significativo e risco
de obstrucao das vias aéreas (34,35,37);

e hematomas pods-operatoérios (34,35);

o formacgéo ectdpica de osso, caracterizada pela osteogénese em tecidos nao
esqueléticos, frequentemente observada quando a proteina se difunde para
areas adjacentes ao local de aplicagéo (34-37);

e radiculite, descrita como inflamacdo de raizes nervosas proximas,
possivelmente causada por difusdo da rhBMP2 para os forames neurais,
levando a resposta inflamatdria exacerbada e possivel compressao neural,
relatada particularmente em contextos de uso espinhal (35,37);

e ostedlise - reabsorgao 0ssea indesejada principalmente nas margens do sitio
de aplicagdo, nas primeiras semanas apos a cirurgia (35-37); e

e reducdo da qualidade estrutural do osso recém-formado, com relato de
densidade mineral reduzida e arquitetura irregular, o que levanta preocupacodes
quanto a resisténcia biomecanica do tecido neoformado em determinadas
aplicagdes clinicas (34-36,38).

A gravidade dessas complicacdes levou a FDA a emitir, em 2008, um alerta de
segurancga para o uso da rhBMP2 na regido cervical, em consequéncia, observou-se
uma redugédo significativa na utilizagao clinica da rhBMP2 em fusdes espinhais nos
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Estados Unidos, conforme apontado por um estudo epidemioldgico retrospectivo entre
os anos de 2002 e 2011 (30). Além disso, uma revisdo sistematica e meta-analise
publicada em 2024, destacou preocupagdes adicionais quanto a eficacia da
aplicabilidade clinica da rhBMP2, especialmente na preservagao da alvéolos dentarios
pos-exodontia (39). O estudo demonstrou que, embora a rhBMP2 tenha
promovido redug¢des significativas na reabsorgdo Ossea vertical e horizontal, seus
resultados na preservagao da espessura 6ssea em largura foram semelhantes aos
obtidos com a fibrina rica em leucocitos e plaquetas (L-PRF) (39), uma alternativa
autologa - feita do proprio sangue do paciente - de menor custo e com perfil de
segurancga superior (40).

Tendo em vista essas limitagdes, a busca por alternativas mais eficazes e
seguras tem despertado crescente interesse por outras BMPs, entre elas a BMP9. A
proteina morfogenética 6ssea 9, também denominada GDF2 (growth differentiation
factor 2), foi inicialmente identificada em bibliotecas de cDNA derivadas de figado fetal
de camundongos, em estudos conduzidos por Celeste et al. (1994) e posteriormente
detalhados por Song et al. (1995), primeiro artigo que descreve, nomeia e caracteriza
a BMP9 como um novo membro da familia TGF-f3 (41,42). Em contraste, a BMP2 teve
seu potencial osteoindutor reconhecido nas décadas de 1960-1970, com os
experimentos pioneiros de Urist (43,44), o que possibilitou o avango dos estudos
funcionais e aplicagbes clinicas. A diferenga temporal entre a descoberta e
caracterizacao dessas proteinas pode, em parte, explicar o maior volume de estudos
acumulados sobre a BMP2, bem como sua anterior aprovagéo para uso clinico, em
comparagao a BMP9.

A BMP9 tem se destacado por ser uma das BMPs com maior potencial
osteoindutor (45—47). Um dos primeiros estudos a avaliar e consolidar sua atividade
osteogénica foi conduzido por Kang et al. (2004), que comparou 14 membros da
familia BMP humana utilizando modelo murino de ossificagéo ortotopica (formagao de
osso em um local anatémico natural para tecido 6sseo) mediada por vetores
adenovirais codificantes de BMPs (AdBMPs). Entre todas as BMPs testadas, os
vetores ADBMP9 e AdBMP6 destacaram-se como os mais potentes indutores de
formagao 6ssea in vivo, promovendo ossificagdo robusta e madura ja nas primeiras

trés semanas apos a administracdo, em contraste com cinco semanas para AdBMP2.
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Além disso, foi demonstrado que a AdBMP9 nao teve sua atividade osteogénica
inibida pela AABMP3, um conhecido regulador negativo da formagé&o 6Ossea, (em
contraste com AdBMP2 e AdBMP6, que tiveram atividade osteogénica completamente
bloqueada, e ABMP7, parcialmente bloqueada) sugerindo que a BMP9 opera por um
mecanismo de sinalizag&o distinto das demais BMPs (48).

Posteriormente, outros estudos compararam diretamente os efeitos
osteoindutivos da BMP9 e BMP2. Em experimentos in vitro com pré-odontoblastos
murinos, observou-se que tanto rhBMP2 quanto rhBMP9, testados nas concentragdes
de 10ng/mL e 100ng/mL, induziram a express&o de marcadores osteogénicos como
RUNX2, ALP, COL1a2 e OCN, embora a indugao promovida por rhBMP2 tenha sido
mais modesta e menos sustentada ao longo do tempo. Em contraste, a rhBMP9
promoveu uma diferenciacdo osteoblastica mais robusta e maior deposicdo mineral
de maneira dose-dependente, especialmente quando combinada a enxertos com
atelo-colageno tipo | (NBM-Col) (49).

Outro estudo comparativo entre BMP2 e BMP9 avaliou a diferenciagcao
osteogénica de células humanas derivadas do periosteo (hPDCs), em modelo in vitro,
utilizando ambas as proteinas recombinantes humanas (rhBMP2 e rhBMP9) na
concentragédo de 100 ng/mL. A rhBMP9 promoveu maior atividade de ALP, deposicéo
de matriz mineralizada e expresséo dos genes RUNX2, ALP e OCN (50).

Ainda, um experimento in vivo para avaliar regeneragcdo 0ssea induzida por
rhBMP2 e rhBMP9 em defeitos cranianos de ratos utilizando-se um sistema injetavel
de liberagcdo controlada, demonstrou que ambas as proteinas promoveram
regeneracao 6ssea de forma dose-dependente. Porém, a rhBMP9 na dose de 0,5ug
promoveu regeneracgao 6ssea significativa, enquanto a rhBMP2 exigiu doses maiores
para alcancar resultados semelhantes (51).

Esses estudos comparativos reforcam que a BMP9 apresenta desempenho
osteoindutivo superior, ou equivalente, ao da BMP2 em diversos contextos
experimentais, destacando sua eficacia mesmo em doses menores. Tal caracteristica
pode contribuir para um perfil de seguranga potencial mais favoravel, uma vez que os
efeitos adversos observados clinicamente com a BMP2 estdo frequentemente

relacionados ao uso de doses elevadas (52). Suas particularidades funcionais,
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incluindo a alta eficacia em baixas doses, podem ser explicadas por suas
caracteristicas estruturais que a diferencia das demais BMPs.

Assim como os demais membros da superfamilia TGF-3, a BMP9 ¢ sintetizada
como uma proteina precursora composta por um pré-dominio N-terminal e
um dominio maduro C-terminal (12). Apos a tradugdo nos ribossomos e
processamento no RER, dois mondmeros se associam por ligagées dissulfeto no
dominio maduro, formando o dimero covalente caracteristico, e entdo no complexo
Golgi, essa pré-pro-proteina sofre clivagem proteolitica por convertases do tipo furina,
separando o pro-dominio do dominio maduro (53). No caso da BMP9, mesmo apds a
clivagem, as duas coépias do pré-dominio permanecem firmemente associadas, de
forma ndo covalente (com ligagdes mais fracas, reversiveis), ao dimero maduro
adotando uma conformagdo estrutural “open-armed” (bragos abertos) em sua
estrutura cristalografica - distinta da conformagéo “cross-armed’ (bragos cruzados)
latente observada no TGF-B1 e na maioria das BMPs (54).

Ensaios funcionais demonstraram que essa associacdo ndo reduz a
bioatividade da BMP9: um estudo comparou o dominio maduro isolado e o complexo
pré-dominio/ BMP9 e verificou que ambos promoveram respostas equivalentes em
sistemas celulares, incluindo a inducdo de genes-alvo e a diferenciagdo celular
(54,55). Outro experimento com ressonancia de plasmon de superficie (SPR)
evidenciou que, ao interagir com seus receptores de alta afinidade (ALK1, ALK2,
ActRIIA, ActRIIB e BMPRII) ou com anticorpos especificos para o dominio maduro,
ocorreu deslocamento rapido e completo dos pro-dominios, liberando o ligante ativo
(54). Esses achados indicam que a conformacéo “bragos abertos” da BMP9, apesar
de manter o pré-dominio associado apds a secrec¢ao, nao confere laténcia e permite
ativacao imediata da via de sinalizacdo ao encontrar o receptor.

Além dessas caracteristicas estruturais, a BMP9 apresenta um perfil de ligagéo
a receptores distinto da maioria das BMPs, incluindo da BMP2. De forma geral, as
BMPs sinalizam como dimeros que, ao se ligarem na membrana celular, formam um
complexo heterotetramérico com dois receptores do tipo | (quinases serina/ treonina
ALK1, ALK2, ALK3 ou ALKG6) e dois receptores do tipo Il (BMPR2, ACVR2A ou
ACVR2B), ativando principalmente Smad1/5/8 e, dependendo do contexto, vias ndo
candnicas como p38 MAPK e PI3K/AKT (56,57).
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A BMP2/4 parece ter preferéncia pelo ALK3 (BMPR-IA), com evidéncia
funcional de que uma fragdo do sinal exige heterodimeros ALK2/ALK3, além
de homodimeros de cada um, sugerindo arranjos de complexos tipo | que variam
conforme o ligante; no mesmo modelo experimental, a utilizacdo preferencial foi
do receptor tipo || BMPR2 em relagédo ao ACVR2 (56). O mesmo estudo evidenciou
que a BMP7 prefere ALK2 (com pouca utilizagdo de ALK3), e depende relativamente
mais de ACVR2A do que de BMPR2 (56).

A BMP9, por sua vez, apresenta alta afinidade por ALK1 (receptor tipo |
predominante no endotélio) e por endoglina (ENG) como correceptor - com afinidade
significativamente maior por ALK1 do que as afinidades tipicas de outras BMPs por
ALK2, ALK3 (BMPR-IA) e ALK6 (BMPR-IB) - além de interagir com o receptor tipo |l
BMPR-Il. Essa preferéncia parece decorrer do arranjo estrutural particular do
complexo BMP9-pro-dominio que favorece o reconhecimento por ALK1 (58). Em
estudos de engenharia proteica, a inser¢gao de sequéncias de ligagdo a heparina em
BMP9 também manteve as afinidades por BMPR-II e ALK1, evidenciando que esses
séo seus parceiros de receptor “candnicos” (59). Essa especificidade é relevante para
compreender algumas das propriedades bioativas da BMP9, como seu alto potencial
osteoindutor, uma vez que antagonistas, como Noggin frequentemente n&o inibem
BMP9/10 in vitro (58). Além disso, ha evidéncias de que a indugdo de ossificagao
heterotdpica in vivo esta bem documentada para o eixo de receptores tipo | BMPR-IA
(ALK3) e ALK2 (57,60,61), o que sugere um possivel menor risco quando predominam
interagcbes com ALK1 para formagao ectépica de osso (62).

Essa especificidade de receptores constitui ponto central para compreender a
plasticidade funcional das BMPs, uma vez que a variagdo na composicao e
disponibilidade de receptores tipo | e Il entre diferentes tecidos e contextos biologicos
direciona a ativagao de vias de sinalizacao distintas e, consequentemente, respostas
celulares variadas (63). A BMP9 demonstra uma ampla versatilidade funcional, cujos
efeitos variam de acordo com o tipo celular, tecido e contexto fisiopatoldgico.

Estudos in vitro e in vivo em modelos de hipertensao arterial pulmonar
evidenciaram que a rhBMP9 ativa preferencialmente a via BMPR2/ALK1, prevenindo
apoptose e preservando a integridade endotelial; contudo, também induz sinalizag&o
osteogénica em precursores mesenquimais por meio de ActR2A/B (64). Evidéncias
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experimentais in vitro e ex vivo com rhBMP9, demonstraram sua atuagdo como
potente indutor de condrogénese, com efeitos mediados principalmente pela via
candnica Smad1/5/8 (65).

No figado, estudos in vivo em modelos murinos, com dele¢cdo de GDF2/BMP9
e BMP10, demonstraram que a BMP9 endogena participa do crosstalk celular
(comunicacgéo intercelular), mantendo a identidade de células de Kupffer e endoteliais,
prevenindo fibrose e sobrecarga de ferro (66). Uma revisdo sobre doengas hepaticas,
reforgou que a BMP9 pode exercer efeitos tanto protetor na homeostase, modulando
efeitos inflamatérios, metabolismo e regeneragao; entretanto, evidenciam também
efeitos adversos, com potencial pro-fibrotico em estagios avangados de fibrose e pro-
tumoral no carcinoma hepatocelular (67).

No tecido 6sseo, uma revisdo de literatura confirma, a partir de estudos
por noggin, destacando atuagao robusta na diferenciacdo osteogénica e regeneragao
ossea (68). Em consonéncia com esses achados, um estudo experimental in vitro e in
vivo de 2025, demonstrou que a rhBMP9 protege contra osteoporose induzida por
acumulo de ferro por meio da inibigcdo da ferroptose em células-tronco mesenquimais
(69).

Revisbes sobre a versatilidade da sinalizacdo de BMPs indicam que, a
depender do contexto celular e do microambiente, a BMP9 pode promover efeitos
opostos sobre a angiogénese e a apoptose. Em condigbes homeostaticas, tende a
atuar como fator circulante de quiescéncia e protecdo endotelial, inibindo migracéo,
proliferagdo e apoptose(70); ja em células endoteliais linfaticas expostas a ambiente
inflamatorio, pode induzir apoptose e inibir angiogénese, efeito atribuido ao bloqueio
de ALK1 e a ativacdo predominante de vias ndo candnicas (71).

A acao da BMP9 em cancer parece ser contexto-dependente. Um estudo in
vivo, mostrou que a auséncia de BMP9 enddgena aumentou crescimento tumoral,
reduziu maturagao/perfusdo vascular e elevou metastases, indicando efeito anti-
tumoral via normalizagdo vascular (72). Em outro estudo in vitro e in vivo com
AdBMP9, observou aumento de autofagia e inibicdo de migragéo/invaséo pelo eixo c-
Myc—SNHG3—-AMPK/AKT/mTOR, reduzindo metastases (73). Revisdes no assunto
ressaltam o papel duplo da BMP9 na vasculatura tumoral, podendo ser pro-
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angiogénico ou indutor de quiescéncia conforme receptores e microambiente. Em
alguns tumores, como mama, efeitos anti-tumorais (com inibicdo de PI3K/AKT); em
outros, como hepatocarcinoma e ovario, efeitos pro-tumorais mediados por
sinalizagdo autocrina via ALK2/p38MAPK (74,75).

A heterogeneidade dessas respostas refor¢ca que os efeitos da BMP9 n&o s&o
generalizaveis entre diferentes tecidos, destacando a importéncia de investigagdes
especificas para cada sistema (76). Os estudos sobre o papel da BMP9 nos tecidos
orais sdo relativamente recentes. Algumas revisbes abordaram o assunto
evidenciando a BMP9 como uma candidata promissora para regeneragao éssea em
regides orais e maxilofaciais, devido sua capacidade de interagir com multiplas vias
de sinalizagdo e ter resisténcia a inibigdo por Noggin (45). Zhang et al. (2022)
demonstraram, em modelo de defeito intradsseo, que células tronco mesenquimais
dentarias humanas (hDMSCs) estimuladas por ADBMP9 - especialmente as células
tronco do ligamento periodontal (PDLSCs) - apresentam desempenho superior na
regeneragcado ossea e na formagdo de novos vasos em relagdo a outras fontes
celulares (77). Por outro lado, uma revisao sistematica sobre preservacgéo de alvéolos
identificou pouquissimos estudos envolvendo BMP9 no contexto oral/maxilofacial,
enquanto a BMP2 foi amplamente investigada, atribuindo essa disparidade, ao menos
em parte, ao maior tempo de uso e a aprovagao comercial prévia da BMP2 (78).

A expressao da BMP9 ¢ identificada em varios tecidos dentarios, incluindo
células germinativas (79), ligamento periodontal (80), polpa dentaria (81) e osso
alveolar (82). Em um experimento in vivo, a delecdo do gene BMP9 durante a
formagao dentaria e 6ssea em camundongos resultou em incisivos desgastados,
cuspides molares achatadas, raizes significativamente mais curtas, espessura
radicular de dentina reduzida, forames apicais aumentados e canais pulpares
dilatados, além de menor altura da crista alveolar, espessura trabecular, fracdo de
volume 0sseo e densidade mineral no osso alveolar, esmalte e dentina (79). No
mesmo estudo, experimentos in vitro com células da papila apical dentaria
demonstraram que a superexpressdo de AdBMP9 aumentou a atividade de fosfatase
alcalina (ALP) e elevou a expressdo dos marcadores odontoblasticos dentin

sialophosphoprotein (Dspp) e dentin matrix protein 1 (Dmp1), enquanto o
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silenciamento por AdsiBMP9 reduziu esses parametros, destacando seu papel na
formagao de dentina e osso alveolar.

Uma revisdo em particular, analisou a BMP9 no contexto inflamatério como um
modulador de dupla face, exibindo efeitos anti ou pré-inflamatérios conforme o tecido,
0 microambiente e o vetor de entrega. Em modelos vasculares, pulmonares, hepaticos
e Osseos, demonstrou reduzir TNF-a, IL-18 e IL-6, aumentar IL-10, preservar a
integridade endotelial e atenuar a infiltragado leucocitaria, principalmente via inibi¢ao
de NF-kB, modulacdo de MAPK e interagdo com a sinalizacdo TGF-B/Smad. Por
outro lado, em alguns contextos crénicos ou sob estimulo de outras citocinas,
promoveu expressdo de moléculas de adeséo e recrutamento de células imunes,
sugerindo papel pré-inflamatério. Essa dualidade é atribuida a diferengas no perfil de
receptores, fatores do microambiente e tipo de vetor utilizado (AdBMP9 vs rhBMP9)
(83).

No contexto de células e tecidos orais, em areas periapicais com alta expressao
de TNF-a, a BMP9 pode restaurar parcialmente o reparo osteogénico inibido por essa
citocina e atuar como mediador contra lesdes dsseas associadas a inflamacéao crénica
(84). Apos cirurgia de implantes dentarios, a modificacdo de superficie estimulou a
expressdo de BMP9, reforcando seu potencial na interface inflamacgé&o-reparo (80).
No geral, a BMP9 é apontada como uma citocina capaz de combater lesdes 0sseas
induzidas por inflamacgao crbnica, o que representa um ponto critico e promissor no
contexto odontolégico que lida frequentemente com a necessidade de regenerar
tecidos sob condi¢des inflamatorias (85).

Apesar do crescente interesse cientifico pela BMP9 e de seu potencial
osteoindutivo equivalente ou superior ao da BMP2 em diversos modelos
experimentais - associado a um possivel perfil de seguranga mais favoravel -, o
conhecimento sobre sua atuagdo na cavidade oral permanece fragmentado e
disperso. As revisdes atuais disponiveis abordam aspectos especificos, como
regeneracao 0ssea ou resposta inflamatéria, mas ndo integram de forma abrangente
todas as evidéncias sobre sua expressdo, mecanismos de acao e efeitos em
diferentes células e tecidos orais, nem exploram de maneira sistematica as
particularidades contextuais que podem modular suas respostas. Considerando que
a odontologia frequentemente demanda estratégias regenerativas sob condi¢des
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inflamatérias e que a BMP9 apresenta propriedades estruturais e funcionais
singulares capazes de influenciar esses desfechos, torna-se essencial mapear e
sintetizar criticamente a literatura existente.

Esta revisdo de escopo busca preencher essa lacuna ao compilar e analisar
sistematicamente as evidéncias cientificas sobre a expressao e atuacdo da BMP9 em
células e tecidos da cavidade oral, oferecendo uma visdo global que permita
compreender seu comportamento no contexto odontolégico e direcionar futuras

investigacdes e aplicagdes clinicas.
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2. METODOLOGIA

2.1 PROTOCOLO E REGISTRO

Esta revisdo de escopo foi conduzida de acordo com as diretrizes PRISMA-ScR
(Preferred Reporting Items for Systematic Reviews and Meta-Analyses Extension for
Scoping Reviews)(86). O protocolo do estudo foi registrado na plataforma Open
Science Framework (OSF), disponivel em: https://doi.org/10.17605/OSF.IO/ND67H.

2.2 CRITERIOS DE ELEGIBILIDADE

Os critérios de elegibilidade foram definidos com base no modelo PCC (Populacgao,
Conceito e Contexto) (87). Populacao refere-se a uma caracteristica relevante (88),
neste estudo, focamos em células ou tecidos da cavidade oral ou relacionados.
Conceito aborda o fendbmeno de interesse (88), que no caso foi a Proteina
Morfogenética Ossea 9 (BMP9); e Contexto abrange o campo de estudo especifico
(88), nosso estudo focou na odontologia, foram incluidos estudos que estabeleceram
qualquer forma de associacao entre a BMP9 e tecidos orais/relacionados. Todos os
tipos de estudo foram considerados, sem restrigdo quanto ao ano de publicagao, pais
de origem ou idioma.

Foram excluidos os trabalhos que ndo atenderam aos critérios definidos
previamente, o que se aplicou aqueles que focaram em tecidos fora da cavidade oral
(fora do escopo da odontologia) ou que nao envolveram tecidos em geral (como
estudos exclusivamente sobre materiais dentarios); estudos que nao investigaram a
BMP9 ou que a mencionaram uma unica vez ao longo do texto; os que nao
estabeleceram uma conexdo com a odontologia, como artigos que mencionaram a
BMP9 e algum tecido oral, mas sem estabelecer uma relagédo direta entre eles (casos
em que a BMP9 era testada em outro tipo de tecido, enquanto o tecido oral era
avaliado com outra BMP). Artigos sem acesso ao texto completo foram excluidos
apos trés tentativas malsucedidas de contato com os autores.


https://doi.org/10.17605/OSF.IO/ND67H
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Quadro 1 - Critérios de elegibilidade

Gilisile (Elggl)bllldade Critério Inclusao Critério Exclusao
- (P) tecidos orais ou células TeC|dos,og cglulastora do contextp
Critério 1 orais odontoldgico; ou n&o envolveu tecidos
nem células

Critério 2 (C) BMP9 Nao teve como foco BMP9

Critério 3 (C) associagéo direta entre N&o estabeleceu uma associagéo direta
BMP9 e odontologia entre BMP9 e odontologia

Critério 4 Texto completo disponivel Texto completo indisponivel

Critério 5 Outras razbes

2.3 FONTES DE INFORMACAO

A estratégia de busca foi realizada utilizando os descritores em saude (Medical
Subjects Headings - MESH) e a combinagao de palavras-chave com operadores
booleanos (AND ou OR) para a base PubMed, sendo posteriormente adaptada para
as demais bases de dados com o auxilio do Polyglot Search Translator, uma
inteligéncia artificial desenvolvida pela Bond University, Queensland, Australia
(https://sr-accelerator.com/#/) (89). Nenhum filtro foi aplicado na estratégia de busca.

As buscas eletronicas foram realizadas no dia 26 de novembro de 2024, nas
seguintes bases de dados: PubMed, Embase, Lilacs, Web of Science, Scopus e
Livivo. Literatura cinzenta foi recuperada das bases Google Scholar e ProQuest
Dissertations and Thesis Index. Com base em recomendagdes cientificas, o grupo
estabeleceu que, no caso do Google Scholar, os dados seriam extraidos até o 200°
artigo apresentado na lista de resultados ordenada por relevancia (90). Também foi
realizada uma busca manual nas referéncias de todos os estudos incluidos.

A busca foi complementada com a identificacdo de especialistas, com base na
frequéncia com que apareceram como autores nas publicagdes selecionadas. Foram
considerados especialistas aqueles que contribuiram com pelo menos cinco dos
artigos incluidos. Eles foram convidados por e-mail a colaborar com literatura
adicional.
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Para os artigos cujo texto completo ndo estava disponivel, foram realizadas trés
tentativas de contato, por e-mail ou pela plataforma ResearchGate, antes de sua

excluso.

Quadro 2 - Estratégia de busca
Bases de
dados

Bases de dados

("growth differentiation factor 2"[MeSH Terms] OR "growth differentiation factor 2"[All Fields] OR "GDF2"[All
Fields] OR ("GDF"[All Fields] AND "2"[All Fields]) OR "bone morphogenetic protein 9"[All Fields] OR "BMP9"[All
PubMed Fields] OR "BMP-9"[All Fields] OR "bmp 9"[All Fields]) AND ("dentistry"[MeSH Terms] OR "dentist*"[All Fields]
OR "odontology"[All Fields] OR "tooth"[MeSH Terms] OR "teeth*"[All Fields] OR "tooth*"[All Fields] OR
"mouth"[MeSH Terms] OR "mouth*"[All Fields] OR "dental"[All Fields])

(‘growth differentiation factor 2’/exp OR ‘growth differentiation factor 2’ OR GDF2 OR (GDF AND 2) OR ‘bone
Embase morphogenetic protein 9 OR BMP9 OR BMP-9 OR ‘bmp 9’) AND (dentistry/exp OR dentist* OR odontology OR
tooth/exp OR teeth* OR tooth* OR mouth/exp OR mouth* OR dental)

("growth differentiation factor 2" OR GDF2 OR (GDF AND 2) OR fator de diferencia¢do de crescimento 2 OR
"proteina morfogenética 6ssea 9" OR "bone morphogenetic protein 9" OR BMP9 OR BMP-9 OR "bmp 9" OR

Lilacs "factor de diferenciacién de crecimiento 2") AND (odontologia OR dentista®* OR odontologia OR dentist* OR
odontology OR dente OR diente OR tooth OR teeth* OR dental OR boca OR "cavidad oral" OR mouth)

Web of ("growth differentiation factor 2" OR GDF2 OR (GDF AND 2) OR "bone morphogenetic protein 9" OR BMP9 OR

Science BMP-9 OR "bmp 9") AND (dentistry OR dentist* OR odontology OR tooth OR teeth* OR tooth* OR mouth OR

mouth* OR dental)
("growth differentiation factor 2" OR GDF2 OR (GDF AND 2) OR “bone morphogenetic protein 9° OR BMP9 OR
Scopus BMP 9 OR “bmp9”) AND (dentistry OR dentist* OR odontology OR tooth OR teeth* OR tooth* OR mouth OR
mouth* OR dental)
("growth differentiation factor 2" OR GDF2 OR (GDF AND 2) OR "bone morphogenetic protein 9" OR BMP9 OR
Livivo BMP-9 OR "bmp 9") AND (dentistry OR dentist* OR odontology OR tooth OR teeth* OR tooth* OR mouth OR
mouth* OR dental)
("growth differentiation factor 2" OR GDF2 OR (GDF AND 2) OR "bone morphogenetic protein 9" OR BMP9 OR
ProQuest | BMP-9 OR "bmp 9") AND (dentistry OR dentist* OR odontology OR tooth OR teeth* OR tooth* OR mouth OR
mouth* OR dental)

Google
Schoglar BMP9 OR bone morphogenetic protein 9 OR GDF2 AND dentistry OR mouth OR teeth

2.4 SELECAO DAS FONTES DE EVIDENCIA

Todos os estudos recuperados nas buscas nas bases de dados foram
compilados em um gerador de referéncias EndNote (91) para a remogao de duplicatas
e, em seguida, transferidos para o aplicativo online Rayyan (92) para a triagem. Dois
revisores independentes, LCD e LODR, foram responsaveis pela sele¢cao dos artigos,
com o apoio de trés revisores mais experientes.

Os revisores realizaram um exercicio de calibragdo com base nos critérios de
elegibilidade pré-estabelecidos. A primeira etapa da selegao foi realizada com base
na leitura dos titulos e resumos; sendo que os dois revisores avaliaram de forma
independente todos os artigos. Em caso de discordancia, um terceiro revisor, LAO,
era consultado para resolver as divergéncias e chegar a uma decisao final em cada
etapa. A selecdo final dos artigos foi determinada com base na leitura do texto

completo de cada publicagdo. Os estudos que atenderam aos critérios de selegao
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foram incluidos e encaminhados para a extragao dos dados. Os artigos excluidos apos
a leitura completa dos textos foram documentados separadamente com suas

respectivas justificativas (Quadro 3- Apéndice).

2.5 ITENS DE DADOS

Um formulario de extragdo de dados foi elaborado por todos os autores para
definir as variaveis de interesse sobre o tema. Dois revisores, LCD e LODR, realizaram
um exercicio de calibragéo utilizando dois artigos sentinela com base nos critérios de
inclusdo e exclusdo, momento em que alguns ajustes foram feitos para aprimorar
determinados itens. As seguintes informagdes foram extraidas de todos os artigos
incluidos: titulo, autores, ano de publicacdo, pais, delineamento do estudo, tecido ou
célula oral envolvida, bioatividade, metodologia, principais resultados/conclusdes,
comparacgdes entre BMP2 e BMP9, e vias de sinalizagéo ativadas.

2.6 SINTESE DOS ACHADOS

Apos a organizagéo dos dados, os resultados foram agrupados de acordo com
o delineamento do estudo, separando os estudos experimentais e as revisdes. Nas
revisdes incluidas, foram analisadas as referéncias para ver se continham artigos ja
selecionados na amostra, de forma a evitar a contagem duplicada de evidéncias, o
que poderia gerar um viés de super-representagdo dos achados. Todos os artigos
foram analisados de forma quantitativa e qualitativa. A analise quantitativa consistiu
na extragdo e organizagao descritiva de informagdes relevantes, como numero de
publicagdes por ano, paises de origem dos estudos, tipos de estudos, tipos de tecidos
avaliados, fungbes biologicas atribuidas a BMP9 e vias de sinalizagdo celular
abordadas. Esses dados foram apresentados por meio de figuras compostas por
graficos, mapas, tabelas e representagdes visuais tematicas, com o objetivo de
facilitar a visualizagdo e compreensao. A analise qualitativa, por sua vez, envolveu a
interpretacdo do conteudo dos estudos para identificagdo de padrdes, divergéncias e

lacunas sobre o tema.
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3. RESULTADOS

3.1 SELECAO DAS FONTES DE EVIDENCIA

Um total de 914 artigos foram identificados das buscas nas bases de dados
eletronicas, referéncias de artigos e do contato com especialistas. Foram eliminadas
292 duplicatas. Com base na leitura de titulos e resumos, 503 artigos foram excluidos
e 119 artigos foram selecionados para triagem do texto completo. Desses, 70 artigos
foram excluidos com base nos critérios de elegibilidade: critério 1: 14 artigos
excluidos por ndo focarem em tecido ou células orais (ex.: estudos com materiais sem
envolvimento de tecido ou célula); critério 2: 42 excluidos por ndo abordarem a BMP9
ou mencionarem apenas uma vez; critério 3: 8 artigos excluidos por n&o
estabelecerem uma conexao entre BMP9 e odontologia; critério 4: 3 artigos excluidos
por indisponibilidade do texto completo; critério 5: 1 artigo foi excluido por ser uma
compilagao (livro de artigos), sendo que o unico artigo elegivel ja havia sido incluido;
1 era apenas um resumo de congresso; e 1 havia sido retratado devido erros na
montagem das figuras, duplicagbes de imagens e auséncia de arquivos originais,
comprometendo a confiabilidade dos resultados segundo nota da revista Cellular
Physiology and Biochemistry (Figura 2).
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Figura 2 - Diagrama de fluxo do processo de selecédo dos estudos
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3.2 CARACTERISTICAS DAS FONTES DE EVIDENCIA

Foram incluidos 49 estudos que associaram a BMP9 de alguma forma aos
tecidos orais, por envolverem células ou tecidos relacionados a cavidade oral. Os
estudos foram agrupados de acordo com o delineamento metodoldgico:
exclusivamente experimentais in vitro (n=15), exclusivamente in vivo (n=5),
experimentais in vitro e in vivo (n=23) e revisdes (n=6) (Figura 3C). A maioria dos
estudos teve origem na Asia (n=38), sendo 28 somente da China, seguidos pela
América do Norte (n=5), América do Sul (n=3), e Europa (n=3) (Figura 3A). Apesar de
nao ter havido restricdo quanto ao ano de publicagdo, o estudo mais antigo incluido &
de 2000 (n=1), e 0 ano com maior numero de publica¢des foi 2022 (n=8) (Figura 3B).
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Revisdo
12.2%
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/\ Experimental in vivo
6 10.2%

Experimental in vivo e in vitro
46.9%

~
& ”v@/ ,\/@3’ & Experimental in vitro
30.6%

Figura 3 - A) Mapa criado utilizando https://www.mapchart.net de acordo com os paises das publicagées incluidas
nesta revisdo. A cor vermelha representa os paises com apenas 1 artigo incluido (Ira, Lituania, Coreia do Sul,
Suica, Tailandia e Turquia); A cor laranja o pais com 2 artigos incluidos (EUA); A cor verde os paises com 3
artigos incluidos (Brasil e Canada); A cor preta o pais com 7 artigos incluidos (Japao); e a cor azul o pais com 28
artigos incluidos (China). As figuras B e C foram criadas com o auxilio da plataforma https://www.canva.com. B)
Numero de artigos publicados por ano. C) Grafico de pizza com a porcentagem de publicagdes por delineamento
do estudo: experimental in vivo (n=5), experimental in vitro (n=15), combinado in vivo e in vitro (n=23), e revisdes
(n=6).
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Para minimizar duplicacbes de dados e possiveis vieses, apenas estudos
primarios (experimentais) foram utilizados na extragdo qualitativa dos dados (n=43).
Todos os artigos relevantes citados nas revisdes incluidas (n=6) ja haviam sido
identificados e incorporados nesta revisdo de escopo. Um total de doze estudos
relatou associagéo entre a BMP9 e tecidos periodontais, sendo onze com o ligamento
periodontal (77,80,93—-101) e um com a gengiva (102). Sete estudos envolveram o
foliculo dentario (103—109) e dois o germe dentario (79,110). Sete estudos focaram
na papila apical dentaria (77,111-117) e seis na polpa (77,81,118-121). Trés estudos
investigaram a BMP9 no osso mandibular (82,122,123), seis no alvéolo dentario
(46,109,124-127) e um nas glandulas salivares (128). Um ultimo artigo explorou o
tecido ao redor de dentes, sendo classificado separadamente por referir-se a dentes
de peixe (modelo ndo mamifero) (129), que apresentam caracteristicas estruturais
distintas das demais espécies analisadas. Vale destacar que um mesmo estudo, por

vezes, abrangeu mais de um sitio anatémico (77,109) (Figura 4).

Foliculo dentario/ Germe dentario
(103-109)/(79,110)

Tecido periodontal (77,80,93-102)

Polpa dentaria
(77,81,118-121)

Glandula salivar
(128)

Figura 4 - Grafico de mapa de arvore, criado com https://www.canva.com. Sitios anatémicos que foram estudados
de acordo com os artigos experimentais incluidos nesta revisao.

Papila apical dentéria
(77,111-117)

Tecido 6sseo (46,82,109,122-127)
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Com o objetivo de proporcionar maior precisao terminoldgica na analise dos
estudos incluidos, foi adotada uma padronizagdo conceitual na classificacdo das
fungbes bioativas atribuidas a BMP9. Observamos que muitos artigos empregavam
de forma intercambiavel os termos “osteogénese”, “diferenciagdo osteogénica” e
“diferenciacdo osteoblastica”, sem clareza quanto as distingdes conceituais entre
esses processos. No entanto, conforme demonstrado na literatura, tais processos
representam etapas distintas da biogénese déssea, a diferenciagédo osteogénica refere-
se ao comprometimento de células-tronco mesenquimais (MSCs) ou progenitoras com
a linhagem dssea, evidenciada principalmente pela expressao de marcadores iniciais
como ALP e RUNX2, podendo incluir marcadores intermediarios como OPN, mas sem
caracterizar a maturidade funcional de osteoblastos (130). Ja a diferenciagcéo
osteoblastica corresponde a progressao dessas células até o fendtipo funcional de
osteoblastos maduros, marcada pela expressdo combinada de marcadores tardios
(por exemplo, ALP, OCN, BSP) e capacidade de iniciar deposigdo mineral (131).
Osteogénese, por sua vez, € o processo completo de formacdo de tecido Osseo,
usualmente demonstrado in vivo, e inclui as etapas de deposicdo e mineralizagao da
matriz por osteoblastos e a incorporagao de ostedcitos (132).

A classificacdo bioativa, portanto, foi estabelecida a partir da natureza das
evidéncias experimentais. O estudo de Li C et al.,, 2012 (103), utilizou o termo
‘osteogénese” de forma genérica, embora os experimentos se limitassem a
quantificacdo de ALP, expressao génica e formagédo de nodulos calcificados in vitro,
sem demonstracdo de formagdo Ossea propriamente dita - razdo pela qual o
categorizamos como “diferenciacdo osteogénica” com “mineralizagao” como fungéo
adicional. De forma semelhante, alguns artigos foram reclassificados como os de Luo
W et al.,, 2021, e Zhang H et al., 2015, no quais, embora o titulo mencionasse
“diferenciagdo odontogénica”, ndo houve avaliagdo experimental de marcadores
odontogénicos especificos; nesses casos, a classificagdo foi mantida como
“diferenciac&o osteogénica” (110,113).

A fungao “mineralizagao” foi atribuida quando houve evidéncia morfologica de
deposigao de matriz calcificada in vitro, usualmente demonstrada por coloragdo com
Alizarina Vermelha S ou Von Kossa, independente da analise génica. Ja a

classificagado “regeneracédo Ossea” foi restrita a estudos com modelos in vivo de
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defeitos 6sseos. Por exemplo, Fu T et al., 2019 (106), utilizaram o termo “regeneracéo
O0ssea” ao descrever a formagdo de novo 0sso em regido ectopica; no entanto,
preferimos reservar esse termo para contextos de reparo ou cicatrizagao tecidual em
defeitos reais. Para os modelos ectépicos, deixamos para a formacido Ossea
demonstrada em modelos in vivo, mas em local onde n&o havia osso originalmente
(subcutaneo, intramuscular etc.), sem relagdo com defeito real, utilizamos a
classificacao “formacgao ectopica de osso”.

Desse modo, para a relagdo da bioatividade da BMP9 (Figura 5), a maioria dos
estudos investigou a BMP9 no contexto da biogénese 6ssea: indugéo da diferenciagéo
osteogénica (n=26) e osteoblastica (n=21), mineralizagado 0ssea (n=28), osteogénese
(n=12), regeneracéo ossea (n=11) e formagao ectopica de osso (n=8). Sete estudos
avaliaram diferenciagdo odontogénica/odontoblastica (79,110,111,114,115,118,120),
trés a diferenciagcdo adipogénica (110,112,113) e dois a diferenciagdo condrogénica
(105,112). Ademais, um menor numero de estudos abordou outras fungdes biologicas
da BMP9, como modulagdo de respostas inflamatodrias (81,100,125) e de fatores
angiogénicos (46,96), formacao de dentina reparadora (118), atividade metabdlica e
fibrética em glandulas salivares (128), proliferagcao de células-tronco (97),

Além da sua indugao funcional, a expressdo enddogena da BMP9 também foi
analisada em onze estudos, sendo expressa ou nao (93,125), no o0sso
alveolar/mandibular (82,127), germe dentario (79), ligamento periodontal (80,93) e
polpa dentaria (81,118,119,121). Um dos estudos avaliou a expressdo da BMP9 em
modelos de camundongos com lesdes periapicais induzidas em molares inferiores
(125). Um dos estudos avaliou a expressdo da BMP9 ao redor do dente, porém em
modelo ndo mamifero (129). Importante destacar que os estudos frequentemente

investigaram mais de um tecido anatdémico ou desfecho biologico simultaneamente.
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Figura 5 - Imagem criada em https://www.biorender.com e https://www.canva.com. Representagdo da bioatividade
da BMP9. A) 37 artigos avaliaram fungbes biolégicas induzidas pela BMP9. B) 10 estudos, a BMP9 néo foi
aplicada como intervengéo, mas investigada quanto a sua expressao endégena em diferentes tecidos

Dentre os estudos incluidos que compararam a BMP2 com a BMP9 (Quadro
4), a maioria descreveu atividade bioldgica superior, ou resultados funcionais mais
favoraveis, associados a BMP9. Estudos in vitro demonstraram que a BMP9
induziu atividade significativamente maior de fosfatase alcalina (ALP), maior
deposigao mineral e maior expressao de genes osteogénicos (como RUNX2, ALP e
OSX) em células de ligamento periodontal (95,98).

Em termos de expresséo génica, Yang et al., 2014 (93), ndo detectaram BMP9
em células do ligamento periodontal humano sob estimulo de ultrassom de baixa
intensidade. Em contraste, um estudo com células tronco da polpa dentaria mostrou
que a internalizacdo de exossomos derivados de células em diferenciagao
odontogénica promoveu a regulagdo de BMP2 e BMP9, sendo a BMP9 a unica a
apresentar aumento estatisticamente robusto (119). De forma semelhante, estimulo
por for¢a tensional ciclica aumentou a expressao de BMP2 e BMP9 em células do
ligamento periodontal, com niveis mais elevados de BMP2, porém o efeito funcional
mais significativo sobre a diferenciagdo osteogénica e a mineralizac¢ao foi atribuido a
BMP9 (80).

Em estudos in vivo com modelos de defeito 6sseo, AdBMP2 e AdBMP9
promoveram reparo 6sseo em 0sso mandibular, no entanto a ADBMP2 promoveu uma

reconstrugdo morfolégica mais completa (122). Por outro lado, a rhBMP9 superou a
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rhBMP2 em modelos de preservagdo do rebordo alveolar em caes, alcangando
maiores volumes osseos, medulares e de aumento tecidual total (126). Em pré-
odontoblastos imortalizados, AABMP9 induziu maior atividade de ALP, formacao mais
expressiva de nédulos mineralizados e menor deposi¢cao de tecido semelhante a
cartilagem do que AdBMP2, sugerindo um comprometimento osteogénico mais direto
e eficiente (114). De forma semelhante, em células da polpa dental humana, AABMP9
demonstrou maior capacidade de indugcdo de marcadores odontogénicos e de
formagdo de dentina reparadora comparado a AdBMP2 (118). Células-tronco
derivadas de tecido adiposo humano tratadas com rhBMP9 mostraram maior
expressao de genes osteogénicos e formagao de tecido semelhante a osso do que
aquelas tratadas com rhBMP2 (46).

Alguns dos estudos incluidos também investigaram as vias de sinalizagdo
intracelular ativadas ou moduladas pela BMP9 em células e tecidos orais (Figura 6).
Houve predominancia de estudos focados na via MAPK, seguidos da ativagao da
via Smad1/5/8. A diferenciagdo osteogénica/odontogénica induzida por rhBMP9 e
AdBMP9 foi associada a ativagdo dos ramos p38 (94,103,118-120,133), JNK
(101,118) e ERK (95,118). No entanto, em dois estudos (94,103), a inibicdo de ERK1/2
aumentou a atividade de ALP, sugerindo que, sob determinadas condigdes, o ERK1/2
atua como um regulador negativo. Além disso, a cascata de sinalizagdo via ROCK1 foi
envolvida na potencializagdo da osteogénese mediada por rhBMP9 sob estimulo
mecanico por ultrassom de baixa intensidade (133).

A via Smad1/5/8 foi apontada como eixo central na mediagao dos efeitos da
BMP9 em seis estudos. Em hPDLFs, o tratamento com rhBMP9 promoveu intensa
fosforilagdo de Smad1/5/8 e superregulagdo de ID1, sustentando a diferenciagao
osteogénica pela via canéninca (95). Achados semelhantes foram observados em em
rDFCs tranduzidas com AdBMP?9, a inibi¢do farmacoldgica da via reduziu marcadores
osteogénicos e comprometeu a regeneragédo 6ssea in vivo (109). Em modelos de
gléandula salivar, a AABMP9 também ativou de forma consistente Smad1/5/8 e ID1,
associando-se a regulagdo de genes metabolicos e fibrogénicos (128). Em SCAPs
humanas imortalizadas, a AABMP9 induziu a superexpressao de ALK1 e BMPRII, com
consequente aumento de Smad1, sustentando elevado potencial osteogénico e
formagao 6ssea ectopica (116). Em hDPCs sob estimulo inflamatorio por LPS-Pg, a
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AdBMP9 manteve niveis elevados de p-Smad1/5 e suprimiu citocinas proé-
inflamatadrias, além de reduzir a expressao de MMP2 (81).

Varios estudos exploraram a interacdo entre BMP9 e avia de sinalizagao
Whnt durante os processos de diferenciagado osteogénica e odontogénica. Em SCAPs
e TGMCs (110,113), o silenciamento da -catenin reduziu a atividade de ALP induzida
por AdBMP9, a mineralizagdo da matriz e a formagao 6ssea in vivo, apoiando uma
interacdo sinérgica com a via Wnt candnica. Em contrapartida, dois estudos de Li et
al.(107,108), com células do foliculo dentario de ratos (rDFCs) em condigdes
inflamatorias, revelaram uma regulacdo mais complexa: enquanto o TNF-a
aumentava a atividade da -catenina e suprimia a osteogénese induzida por AABMP9,
baixas concentracbes de DKK1 (inibidor de Wnt) restauravam paradoxalmente a
funcdo da AdABMP9 por meio da via Wnt ndo candénica CaMKII/NLK. O papel da via
Wnt na diferenciacdo mediada por ADBMP9 parece ser dependente do contexto.

Além disso, dois estudos identificaram cascatas de sinalizagao alternativas em
células do ligamento periodontal. Um estudo demonstrou que a forga tensional ciclica
(CTF) induz a liberagado de ATP, que ativa o receptor P2Y1, levando a mobilizagao
intracelular de calcio via PLC e estimulando a expressdao de BMP9 (80). O outro
estudo revelou que arhBMP9 promove a diferenciagdo osteogénica por meio da
ativagao da via PI3K/Akt (96).
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Figura 6 — Vias de sinalizacdo ativadas pela BMP9

Com relagdo a modulagao inflamatoria (Figura 7), em hPDLFs, a inflamacao
induzida por Pg-LPS e IL-1f3 inibiu a mineralizagdo e a expressao de marcadores
osteogénicos promovidas por rhBMP9 (50ng/ml); esse efeito foi revertido pelo
tratamento com LIPUS, de forma dependente da via ROCK1 (98). Um outro estudo,
também em hPDLFs, constatou que os efeitos osteogénicos induzidos por rhBMP9
foram parcialmente suprimidos na presenca de IL-103; esse efeito foi atribuido ao
aumento da expressao de ativina A - antagonista da BMP9 - concomitantemente a
reducdo da folistatina, que normalmente neutraliza a activina A, processo mediado
pela ativagao das vias MAPK (p38, ERK1/2) e NF-kB; a adicao exdgena de folistatina
que reativou atividadee de ALP induzida por rhBMP9 (99).

Um estudo experimental em hPDLSCs demonstrou que, na presencga de Pg-
LPS para simular o microambiente inflamatério, a AABMP9 isolada ndo apenas induziu
mineralizagao e expressao de marcadores osteogénicos, como também intensificou a
resposta inflamatoria, aumentando significativamente citocinas como IL-1f3, IL-1, IL-8
e TNF-a. A introducdo de NELL1, uma proteina secretada com propriedades

osteoindutivas e anti-inflamatorias, suprimiu a expressdo dessas citocinas
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inflamatorias e, concominantemente, potencializou os efeitos osteogénicos da
AdBMP9 por meio da via de sinalizagdo MAPK p38 e ERK1/2 (100).

Um outro estudo in vitro e in vivo avaliou o papel da BMP9 em hDPCs
submetidas a estimulagdo com Pg-LPS para simular um microambiente de pulpite.
Observou-se que a expressao endogena de BMP9 enddgena apresentou redugéo
inicial, seguida de recuperagdo em fases posteriores. Nos experimentos in vitro, a
superexpressdo de BMP9 induzidas por adenovirus (AdBMP9) atenuou a produgéo
de citocinas inflamatérias IL-6, IL-8 e CCL2, além de reduzir a capacidade quimiotatica
do sobrenadante de hDPCs sobre células THP1 (linhagem monocitica humana que
pode se diferenciar em macrofagos). ADBMP9 ainda inibiu parcialmente a expressao
de MMP2 induzida por Pg-LPs, efeito associado a ativagéo sustentada de Smad1/5 e
a modulagao das vias MAPK ERK/JNK, que apresentaram uma fosforilagao inicial
aumentada, seguida de uma regulagdo inibitéria tardia. No modelo in vivo de
capeamento pulpar direto em ratos, a aplicagdo de rhBMP9 (1mg/ml) resultou em
menores niveis de |IL-6 e IL-8 e em uma area inflamatdria mais restrita (81).

Em rDFCs, a transdugdo com AdBMP9 promoveu de forma significativa a
expressao de genes osteogénicos, incluindo ALP, COL1, OCN e RUNX2. Esse efeito
foi suprimido pela adigao de TNF- a, que além de reduzir a diferenciagédo osteogénica,
modulou a sinalizagdo Wnt, ativando a via candnica (3-catenina/p-GSK3p, cyclin D1
e c-Myc) e inibindo componentes da via ndo candnica (CaMKII e NLK). O tratamento
com DKK1, inibidor da via Wnt/B-catenina, mostrou efeitos dose-dependente:
em baixa concentragéo (0,1ug/ml), promoveu a osteogénese induzida por AABMP9,
aumentando a expresséo de genes osteogénicos, revertendo parcialmente a inibigdo
causada pelo TNF-a, ao mesmo tempo que suprimindo as vias canbnica e nao
candnica; em alta concentragdo (0,4 ug/ml), intensificou a sinalizagdo nao canénica,
reduziu a via candnica e resultou em maior supressao da expressao osteogénica. Em
modelo in vivo de defeito 6sseo e de formacao ectdpica de osso em ratos, a
associacao de AdBMP9 com baixa dose de DKK1 favoreceu a neoformacéo dssea e
angiogénese, ao passo que TNF-a ou alta dose de DKK1 limitaram esse processo
(107,108).
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4. DISCUSSAO

Esta revisdo de escopo teve como obijetivo sintetizar e analisar criticamente as
evidéncias cientificas atuais sobre a BMP9 em células e tecidos relacionados a
cavidade oral, destacando a seu papel biolégico e potencial terapéutico. Um total de
49 estudos atenderam aos critérios de inclusdo, sendo a maioria proveniente da Asia
- particularmente da China - com predominéncia de estudos experimentais. Essa
concentragdo geografica e metodolégica evidenciam o estagio exploratorio das

pesquisas com BMP9 em odontologia.

4.1 VISAO GERAL DA BIOATIVIDADE DA BMP9 EM TECIDOS ORAIS

A funcdo biolégica mais frequentemente investigada foi a biogénese Ossea
(diferenciacdo osteogénica e osteoblastica, osteogénese, mineralizagdo e
regeneracao ossea). A BMP9 demonstrou agdo contexto-dependente, com efeitos
variados entre tecidos como periodonto, papila apical dentaria, polpa dentaria, osso
(alveolar/mandibular), glandula salivar, foliculo dentario e germe dentario.

De forma consistente entre foliculo dentaria (103—-108), ligamento periodontal
(77,80,94-101), polpa (77,118,120) e papila apical (77,111-117), a BMP9 - tanto na
forma recombinante quanto por superexpressdo adenoviral - induziu diferenciagao
osteo/odontogénica com aumento de ALP, RUNX2, OSX e marcadores maduros
(OPN, OCN, DSP, DMP1), culminando em mineralizagao in vitro e formagao Ossea
ectdpica/regeneracgao in vivo.

Um estudo comparativo entre DPSCs, SCAPs e PDLSCs, todos os tipos
celulares apresentaram indugdo de genes precoces da via osteogénica (ID1, ID2,
CTGF) e aumento da expressao de marcadores classicos como RUNX2, ALP, OPN e
OSX apods transdugdo com AdBMP9, confirmando seu potencial osteoindutivo geral.
Contudo, in vivo, no modelo de defeito 6sseo preenchido com matriz dssea
descelularizada (DBM), observou-se que a magnitude da resposta diferiu
substancialmente: embora DPSCs e SCAPs tenham promovido deposi¢cdo de matriz
mineralizada e preenchimento parcial do defeito, as PDLSCs estimularam de forma

mais robusta a regeneracdo 0ssea, resultando em maior volume de tecido formado,
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densidade mineral superior e trabéculas organizadas. Além disso, apenas o grupo
AdBMP9-PDLSCs evidenciou angiogénese expressiva associada a regeneracgao (77).

Em modelos de regeneracdo e preservacdo alveolar, tanto AdBMP9
(rDFCs/CHA (109), quanto rhBMP9 (em mineral 6sseo bovino desproteinizado —
DBBM (126), Bioglass® (124), membrana de colageno(124) e em substitutos 6ésseos
“‘human bone-like”’(46)) aumentaram formagé&o e volume de osso além de melhorar a
qualidade do reparo por micro-CT e histologia, frequentemente associado a
neovascularizagao e elevagao de marcadores osteogénicos.

Células-tronco gengivais demonstraram alta sensibilidade a doses minimas de
rhBMP9 apresentando uma diferenciacdo osteogénica precoce (102). Em
contrapartida, em células de glandula salivares murina transfectadas com AdBMP9,
genes associados a atividade lipidica (PPARy-2) e fibrética (CTGF, Snail) foram
ativados juntamente com uma expressao robusta de Smad 6 e 7 (128) - importantes
reguladores inibitérios do eixo de sinalizagdo BMP/Smad (134).

A bioatividade por indugdo de BMP9 foi constantemente mais abordada pelos
estudos incluidos do que a expressao enddgena. Dos nove estudos experimentais
que avaliaram a expressao endogena de BMP9, um estudo no ligamento periodontal
humano foi o Unico que ndo detectou expressdo de BMP9 sob estimulo de ultrassom
pulsado de baixa intensidade (LIPUS) nem mesmo em condi¢cdes basais (93). Isso
sugere que os efeitos observados nos demais estudos possam ser resultado da
administragado exogena da BMP9 (proteinas recombinantes ou vetores génicos) ou de
contextos experimentais que aumentam a expressao de seus receptores e a
responsividade das vias de sinalizag&o. A expressao endogena da BMP9 no ligamento
periodontal em condigdes fisiologicas permanece incerta.

Em contraste com os achados no ligamento periodontal, evidéncias
provenientes da polpa dentaria sugerem que a BMP9 é expressa endogenamente.
Diversos estudos detectaram mRNA ou proteina da BMP9 em células da polpa
dentaria humana (hDPCs) tanto em condi¢cdes basais (119) quanto em resposta a
estimulos (81,121). Em conjunto, esses achados confirmam que a BMP9 esta
presente de forma endogena nas células da polpa dentaria e é passivel de modulagao

por estimulos bioldgicos e fisicos. A riqueza vascular e neural da polpa dentaria (135),
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juntamente com sua distinta origem embriologica (136), podem ser uma explicagao
para o microambiente permissivo para a expressao da BMPO9.

Um estudo longitudinal em pacientes submetidos a artroplastia total do quadril
avaliou a expressao de diferentes membros da familia BMP e TGF-3 durante o reparo
o0sseo endocondral. A BMP2 foi a proteina com maior expressdo e apresentou
correlagao significativa com genes osteogénicos como RUNX2, COL10A1, SP7 e
ALP, sugerida como o principal indutor da osteogénese endogena nas fases iniciais
do reparo. A BMP7 teve elevacdo marcada apos a segunda semana, associando-se
principalmente a mineralizagdo da matriz (OCN, OPN) e as fases finais da
regeneragcdo Ossea. Em contraste, a BMP9 apresentou niveis de expressao
extremamente baixos em todos os tempos analisados e ndo demonstrou correlagao
com marcadores osteogénicos, sendo a menos expressa entre todas as BMPs
estudadas. Os autores sugerem que, embora a BMP9 apresente alto potencial
osteogénico em modelos experimentais, sua via enddégena parece desempenhar um
papel limitado no reparo 6sseo endocondral humano nesse contexto clinico especifico
(137).

Todas essas variagdes tecido-especificas na bioatividade da BMP9 destacam
a importancia de fatores microambientais e de estimulos externos (inflamatérios ou
mecanicos) na modulagdo da resposta celular. Esses fatores devem ser considerados
ao se traduzir estratégias baseadas em experimentos com BMP9 para aplicagdes

clinicas.

4.2 MECANISMOS DE SINALIZACAO INTRACELULAR DA BMP9

Além das respostas especificas ao tecido, os efeitos biolégicos da BMP9 sé&o
fortemente influenciados pelas vias de sinalizagao intracelular. A BMP9 exerce seus
efeitos biologicos por meio de vias de sinalizagdo candnicas e ndo candnicas (138).
Em diversos modelos experimentais nos estudos incluidos nesta revisao, a BMP9
ativou a via candnica de sinalizagdo Smad, particularmente por meio da fosforilagao
de Smad1/5/8. Esse mecanismo foi consistentemente observado em fibroblastos do
ligamento periodontal (95), células derivadas do osso alveolar e do foliculo dentario
(108,109), células de glandula salivar (128), células-tronco da papila apical (116), e
células da polpa dentaria inflamadas (81).
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As vias ndo candnicas parecem estar mais frequentemente envolvidas, a via
Whnt, relatada em quatro dos estudos incluidos (107,108,110,113), apresentou um
papel duplo e dependente do contexto na diferenciacdo mediada pela BMP9. Em
condigbes homeostaticas, a via Wnt/B-catenina atua de forma sinérgica com a BMP9
para promover a diferenciagado osteo/odontogénica em SCAPs(113) e TGMCs(110),
conforme demonstrado pelo aumento da atividade de ALP, mineralizac&o e expressao
de marcadores osteogénicos. Nesses modelos, a supressdo da [-catenina
comprometeu significativamente os efeitos induzidos por AABMP9, confirmando sua
necessidade para a ativacdo completa da via. Por outro lado, em contextos
inflamatorios (exposicdo a TNF-a), a ativagdo da via Wnt inibiu a osteogénese
induzida por AdBMP9, enquanto baixas doses de DKK1 (inibidor da via Wnt/3-
catenina) atenuaram a sinalizagdo da [3-catenina e restauraram a fungao da BMP9 por
meio da ativagdo da via alternativa Wnt/CaMKII/NLK(107).

Menos exploradas na literatura, as vias PI3K/Akt (96), ATP/P2Y1/PLC/Ca** (80)
e Wnt/CaMKII/NLK(108) também demonstraram efeitos regulatorios significativos
quando avaliadas, evidenciando a diversidade e complexidade da sinalizagao
mediada pela BMP9. A predominancia de estudos relacionados a via MAPK e Smads,
em contraste com o menor numero de investigagdes sobre outras vias, pode refletir
tanto a relevancia dessas cascatas na regulagcdo da atividade da BMP9 em tecidos
orais quanto um viés de pesquisa com menor exploracédo de rotas alternativas.

A cascata de sinalizagdo MAPK - incluindo os ramos p38, ERK1/2 e JNK - foi
consistentemente associada a diferenciagdo osteogénica e odontogénica induzidas
por AABMP9 e rhBMP9 nesses tecidos (94,95,98-101,118,120). A via p38 MAPK, é
comumente associada ao estresse celular e a diferenciacdo osteogénica, parece
mediar a diferenciacéo induzida pela BMP9, enquanto a via ERK1/2, frequentemente
ligada a proliferacao celular, parece atuar como reguladora negativa (45).

Resultados divergentes surgiram quanto a via ERK 1/2. Em células tronco do
foliculo dentario (103) e do ligamento periodontal (94) a superexpressao de BMP9 por
AdBMP9 induziu diferenciagdo osteogénica e mineralizagdo mediadas pela via p38
MAPK, enquanto a via ERK1/2 exerceu efeito inibitério, sendo sua supressao
associada ao aumento dos marcadores osteogénicos. Em contraste com esses

achados, Fuchigami et al., 2016, mostraram que a adicdo de rhBMP9 (10—
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100ng/mL) em fibroblastos do ligamento periodontal humano promoveu diferenciagéo
osteogénica dependente ndo apenas de p38, mas também de ERK1/2 e JNK,
indicando um papel cooperativo dessas vias (95). Assim como Fuchigami et al., 2016,
Lietal., 2021, observaram que a indugéo, nesse caso de diferenciagdo odontogénica,
promovida por ABMP9 em hDPCs depende da atuagao conjunta das trés vias MAPK
(p38, JNK e ERK1/2) (118).

A divergéncia de achados pode ser atribuida a dois fatores: a diferenga no
modo de estimulo (AdBMP9 com secrecdo continua e incerta versus doses
conhecidas de rhBMP9) e a diferenga no tipo celular utilizado (PDLSCs multipotentes
versus fibroblastos periodontais). Ambos os aspectos podem explicar por que a
via ERK1/2 atua como negativa nos primeiros estudos mencionados, mas positiva nos
outros dois.

Em um experimento em hPDLFs, Kusuyama et al., 2019, mostraram que o
tratamento com rhBMP9 (50ng/mL) promoveu diferenciacdo osteogénica e
mineralizagdo, mas esse efeito foi completamente bloqueado por LPS-PG e IL-1[3, que
ativaram via ERK. A aplicacdo de LIPUS (20 min/dia, 30 mW/cm?) reverteu essa
inibicdo, restaurando a mineralizagéo e a expressao de genes osteogénicos, de forma
dependente da ativacdo de ROCK1, que levou a fosforilagcdo sustentada de p38
MAPK e da supressao da via ERK inflamatéria (98). Em contraste com esses achados,
estudo de Ebe et al., 2021, demonstrou que IL-13 suprimiu os efeitos osteogénicos
induzidos por rhBMP9 (10ng/mL). O artigo demonstrou que IL-1B induziu forte
aumento de activina A e reduziu follistatina, que normalmente neutraliza activina A, e
que esse processo foi mediado pelas vias p38, ERK1/2 e NF-kB. A adigao
de follistatina exdgena conseguiu restaurar a atividade de ALP e a expressdo de
genes induzidos por rhBMP9 que haviam sido inibidos por IL-13 (99).

Diferente dos achados de Kusuyama et al., 2019, e Ebe et al., 2021, que
focaram em rhBMP9 em hPDLFs, Wang et al., 2022, mostraram que, em hPDLSCs
infectadas com AdBMP9, a BMP9 isolada induz tanto diferenciacdo osteogénica
quanto resposta inflamatéria, mas a coexpressdo com NELL1 potencializou a
osteodiferenciacdo e suprimiu a inflamacgao. Esse efeito foi mediado pela ativagao
conjunta de ERK1/2 e p38, sugerindo que nessas condi¢cdes a ERK passa a ter papel
positivo na osteogénese (100). Ao contrario dos achados pro-inflamatorios em
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hPDLFs, em hDPCs a superexpressdo de BMP9 induzida por AdBMP9 exerceu
efeito anti-inflamatério, mediado pela ativacdo de Smad1/5 e pela inibicdo das vias
MAPK ERK e JNK, enquanto p38 n&o foi modulada (81). Esses achados sugerem que
a resposta inflamatéria a BMP9 é altamente dependente do tipo celular e do
microambiente.

Essas discrepancias podem ser atribuidas a diferengas no contexto
experimental, como a presenga de citocinas inflamatorias, variacdo no tempo e
concentracdo dos inibidores aplicados, bem como a presenga de moduladores
(LIPUS, activina A, NELL1). Além disso, as diferencas metodoldgicas - especialmente
quanto a forma de entrega do gene, proteina recombinante humana BMP9 (rhBMP9)
versus a expressdo mediada por adenovirus (AdBMP9) podem contribuir ainda mais
para os resultados divergentes.

Vetores adenovirais (AdVs), como os utilizados em diversos estudos incluidos,
representam um sistema recombinante baseado em adenovirus para terapia génica,
que envolve o uso de adenovirus geneticamente modificados para introduzir genes
terapéuticos em células-alvo, levando a produgdo endoégena de proteinas
bioativas(139). Essa estratégia permite uma transferéncia génica de alta eficiéncia in
vitro e uma expresséao sustentada da BMP9 in vivo, possibilita a manipulagao genética
facilitada, favorece a produgéo local do fator-alvo (por meio da expressao enddgena
apos a transdugéo) e oferece opgdes flexiveis de entrega (com aplicabilidade in vivo
e ex vivo) - importante destacar que os AdVs ndo se integram ao genoma do
hospedeiro, o que minimiza o risco de mutagénese por inser¢gédo (140). No entanto,
seu uso pode desencadear respostas imunoldgicas do hospedeiro, o que pode limitar
administragdes repetidas e deve ser cuidadosamente manejado em aplicagdes
terapéuticas (141).

Por outro lado, os farmacos de proteinas recombinantes (RPDs), como a
rhBMP9, s&o proteinas humanas bioativas produzidas por meio de tecnologias de
engenharia genética, oferecendo uma alternativa livre de virus, com baixa toxicidade,
alta especificidade e fungbes biolégicas bem definidas (142). Apesar dessas
vantagens, seu uso clinico é frequentemente limitado por sua curta meia-vida, rapida
depuracao e baixa biodisponibilidade - fatores que reduzem a eficacia terapéutica e
exigem reaplicagbes frequentes (143). Além disso, o controle inadequado sobre a
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liberacdo da proteina recombinante pode resultar em efeitos adversos graves, como
formagao ectopica de tecido ou desenvolvimento tumoral, caso proteinas bioativas
residuais alcancem locais ndo-alvo (144). Para superar esses desafios, sistemas de
liberagao controlada - incluindo hidrogéis, nanoparticulas e arcabougos bioativos - tém
sido desenvolvidos com o objetivo de prolongar a retencgdo local da proteina e manter
sua atividade biologica (47,106). No contexto da regeneragdo Ossea e de tecidos
dentarios, essas limitagdes ajudam a explicar por que estratégias de entrega génica,
como o Ad-BMP9, tém sido amplamente adotadas como alternativa a terapia baseada
em proteinas recombinantes.

As evidéncias dos estudos incluidos nesta revisao sugerem que a BMP9 pode
ativar multiplas cascatas de sinalizacdo em paralelo, moduladas por fatores
intracelulares e extracelulares, estimulos mecanicos e inflamacédo, destacando a

natureza dindmica e sensivel ao contexto da sinalizacido da BMP9.

4.2.1 Sinalizagao dos receptores de BMP

As BMPs iniciam a sinalizag&o ao se ligarem a complexos heterotetraméricos
(compostos de 4 subunidades diferentes) formados por receptores de serina/treonina
quinase dos tipos | e Il. Em mamiferos, existem apenas sete receptores do tipo |
(ALK1-7) e cinco receptores do tipo Il (BMPRII, ActRIIA, ActRIIB, TBRII, AMHRII). O
receptor do tipo |l fosforila e ativa o receptor do tipo |, iniciando assim a sinalizagao
intracelular (145,146).

Os ligantes de BMP tendem a apresentar uso preferencial de receptores,
dependendo do contexto tecidual e da estrutura do ligante (147). Nos estudos
incluidos, a BMP9 sinalizou predominantemente por meio dos receptores ALK1 e
ALK2 (83,95,116). Em relagcdo aos receptores do tipo Il, apenas o BMPRII foi
investigado no contexto da BMP9 em odontologia (116). Em contraste, a BMP2
sinaliza preferencialmente através dos receptores ALK3 (BMPR-IA) e ALK6 (BMPR-
IB), em combinagdo com BMPRII ou ActRIIA como receptores do tipo Il (147,148). No
entanto, diferentemente da BMP9, a sinalizagdo da BMP2 € mais suscetivel a inibigao
por antagonistas como Noggin e Chordin (145).

A combinagao especifica de receptores ativada por cada ligante desempenha
um papel central na determinacéo da intensidade, duragédo e desfecho biologico da
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sinalizagao das BMPs (145,146). A BMP9, ao atuar por meio dos receptores ALK1 ou
ALK2, esta frequentemente associada a efeitos mais seletivos, estaveis e voltados
para a diferenciacdo celular (83,95). Em contraste, a BMP2, atuando
predominantemente através dos receptores ALK3 e ALKG, apresenta um perfil mais
amplo, com efeitos proliferativos e regenerativos (147,148). Essas diferengas
contribuem para entender os papéis distintos de cada proteina na regeneracéo
tecidual e podem influenciar suas aplica¢gdes terapéuticas.

4.3 MODULACAO CONTEXTUAL (AMBIENTE INFLAMATORIO)

A interacdo regulatéria entre a BMP9 e a inflamagé&o tem se destacado como
um determinante critico de sua eficacia osteogénica e odontogénica, conforme
elucidado por uma revisao de Song et al., 2022, sobre o tema (83). Embora n&o focado
especificamente em tecidos orais, esse trabalho apresentou sistematicamente a
BMP9 como um modulador dependente do contexto inflamatério em diversos sistemas
organicos, incluindo figado, sistema vascular, osso e tecidos orais. Os autores
relataram efeitos tanto pro-inflamatérios quanto anti-inflamatérios da BMP9,
dependendo de fatores como disponibilidade de receptores, expressao de citocinas e
tipo tecidual. Por exemplo, enquanto a BMP9 pode suprimir a inflamagédo em células
endoteliais vasculares, ela pode agravar processos inflamatorios fibroticos em
modelos hepaticos. Esses desfechos divergentes evidenciam a natureza complexa e
tecido-especifica da sinalizagdo da BMP9 em ambientes inflamados.

Em nossa revisdo, estudos experimentais com BMP9 em tecidos orais
reforcaram essa dualidade. Em fibroblastos do ligamento periodontal (98), foi
demonstrado que as citocinas pro-inflamatorias TNF-a e IL-13 atenuaram a
osteogénese induzida por rhBMP9, um efeito mitigado por LIPUS via ativagédo das vias
ROCK1 e MAPK. De forma semelhante, foi relatado por outro estudo que a IL-1(8 induz
a expressdao de Activina A, enquanto a folistatina restaurou a diferenciagao
osteoblastica induzida por rhBMP9, implicando uma regulagédo cruzada via Smad e
NF-kB (99). Em células derivadas do foliculo dentario (107,108), foi demonstrado que
o TNF-a suprime a osteogénese mediada por ADBMP9 por meio da sinalizagdo Wnt
candnica; essa inibicao foi revertida pela DKK1, que redirecionou a sinalizagao para a
via Wnt/CaMKII/NLK nao canénica e reativou a fosforilagdo de Smad1/5/8. Em
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contraste, Wang et al., 2022, observaram que, em um modelo que mimetiza
periodontite (hPDLSCs expostas a LPS-PG), AdBMP9 isoladamente aumentou
marcadores inflamatoérios, enquanto o tratamento simultdneo com NELL1
potencializou a osteogénese e suprimiu a inflamacgéo via sinalizagdo p38/ERK (100).
Adicionalmente, Song et al., 2023, demonstraram que, em tecido pulpar inflamado, a
superexpressdao de BMP9 induzida por AdBMP9, exerce um papel protetor anti-
inflamatdrio ao reduzir a expressao de IL-6, IL-8 e MMP2, associado a ativacao de
Smad1/5 e inibicdo das vias ERK/JNK (81).

A interacdo entre a BMP9 e a inflamacdo é frequentemente mediada por
sinalizagdes convergentes ou antagbnicas envolvendo MAPKs, Wnt/B-catenina,
Smads e componentes da familia TGF-B, conforme corroborado pelos estudos
analisados. Embora a maioria das evidéncias aponte para um efeito inibitério da
inflamacgé&o sobre a diferenciagao induzida pela BMP9, algumas intervengdes - como
DKK1, NELL1, folistatina e LIPUS - demonstraram a capacidade de restaurar a
atividade da BMP9, sugerindo que sua fungcdo pode ser modulada, em vez de
irreversivelmente suprimida em condi¢des inflamatorias.

Essas descobertas possuem particular relevancia para a odontologia, onde a
regeneracao tecidual frequentemente ocorre sob estresse inflamatério, como em
casos de pulpite (149), periodontite (150), ou cicatrizagdo pos-extragdo (151). A
capacidade da BMP9 de manter ou recuperar seu potencial osteo/odontogénico em
ambientes inflamatorios, ndo apenas reforga seu potencial como agente regenerativo,
mas também destaca a necessidade de modular ao mesmo tempo as vias

inflamatorias para otimizar sua eficacia clinica.

4.4 REGULACAO ANGIOGENICA E CARCINOGENESE

Embora menos explorada em contextos odontolégicos, a BMP9 demonstrou
propriedades angiogénicas e antiangiogénicas, dependendo do tecido e do contexto
de sinalizacéo (152). A angiogénese € essencial para a reparacgao tecidual, mas sua
desregulagéo pode levar a formag&o excessiva de vasos sanguineos (153) o que pode
sustentar a inflamacé&o crénica e comprometer a regeneragéo dos tecidos (154); além
disso, parece estar envolvida no desenvolvimento de processos tumorais (155).
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No contexto oral, nos dois estudos incluidos nesta revisdo que abordaram o
tema (46,96), a BMP9 exerceu papel modulador de fatores pro-angiogénicos. Em
hPDLFs, os autores observaram que a BMP9 aumentou significativamente a
expressdo e a secrecdo de SDF-1 (CXCL12), uma quimiocina fundamental
para recrutamento e homing de células-tronco para areas lesionadas, efeito
dependente da via PI3K/Akt (96). Em células-tronco derivadas de tecido adiposo
humano (hASCs), o tratamento com rhBMP9 induziu forte aumento da expresséo de
angiopoietina-1 (ANG-1), um fator classico pro-angiogénico que favorece estabilidade
vascular e remodelamento tecidual, fator positivo evidenciado no modelo in vivo
(extracdo dentaria em ratos nude), em que os substitutos tratados com rhBMP9
apresentaram melhor preservagao Ossea alveolar e adequada re-epitelizagao
gengival (46).

Um outro estudo incluido, apesar de nao avaliar a BMP9 isoladamente como
fator experimental, demonstrou que a fotobiomodulacdo em fibroblastos pulpares
humanos induz secre¢ao aumentada de BMP9 por fibroblastos pulpares nas primeiras
6h. Esse aumento precoce de BMP9 foi interpretado como parte do mecanismo
modulador da fotobiomodulag&o sobre a angiogénese, os autores destacaram que a
BMP9 pode suprimir VEGF-A via ativagdo de VEGFR1, funcionando como regulador
fino da angiogénese pulpar (121).

Varios estudos investigaram o papel da BMP2 na carcinogénese. Embora a
BMP2 ndo inicie diretamente a tumorigénese, ela pode potencializar
significativamente a progressao tumoral por meio de efeitos pré-angiogénicos,
proliferativos e relacionados a transic&o epitélio-mesenquimal (EMT), especialmente
em altas doses ou em microambientes tumorais permissivos (156,157). Seu impacto
€ altamente dependente do contexto e da dose, havendo relatos na literatura tanto de
efeitos supressores quanto promotores de tumor em diferentes tipos de cancer (158).
No contexto do carcinoma espinocelular oral (OSCC), a BMP2 tem sido
constantemente associada a efeitos promotores de tumor (157,159).

Um padrao semelhante de dualidade é observado com a BMP9, havendo
evidéncias que sustentam tanto um papel supressor (72,160) quanto promotor de

tumor (152,161), dependendo do tipo de cancer e dos fatores microambientais
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envolvidos. No entanto, os efeitos da BMP9 sobre a carcinogénese em tecidos orais

permanecem inexplorados.

4.5 ANALISE COMPARATIVA ENTRE BMP9 E BMP2

As BMPs compartilham uma arquitetura estrutural similar, o dominio maduro
forma um dimero em “borboleta” com né de cistina e topologia de “mao”, em que
o sitio de ligagao de receptores tipo | fica na face céncava (proximo a hélice “wrist”) e
o sitio para receptores tipo |l nos “dedos” convexos; a sinalizagdo se da por um
complexo 2:2 com receptores tipo | e tipo [l na membrana (19). Como regra, o pro-
dominio é gerado por clivagem do tipo furina e pode permanecer associado ao dimero
circulante, modulando estabilidade e atividade de modo dependente do ligante (58);
esse papel regulador diverge entre membros da familia TGF-B/BMP (162).

No caso da BMP2, estudos com a pro-forma evidenciam um papel inibitério
onde pr6-BMP2 ndo induz ALP e inibe a atividade de BMP2 madura ao competir pelo
BMPR-IA; além disso, o pré-peptideo livre pode formar complexo néo covalente com
a BMP2 madura e bloquear a sua ligagdo ao BMPR-Il (162). Em termos de
reconhecimento de receptores tipo Il, a BMP2 apresenta baixa especificidade de
ligagcdo (BMPRII, ActRIIA e ActRIIB), em parte explicada por uma interface hidrofobica
relativamente simples (com “hot spots” limitados), o que permite variagdo de
receptores sem perda de fungao (12).

Em contraste, a BMP9 possui um pro-complexo em conformagao aberta e ndo
latente (os bragos do pré-dominio se projetam para fora e ndo se cruzam), no qual o
pré-dominio ndo bloqueia a atividade, permitindo que o fator de crescimento
permaneca ativo (53); de fato, estudos com a BMP9 isolada e o complexo pr6-BMP9
exibiram atividade equivalente em ensaios funcionais (55). Estrutural e
funcionalmente, a BMP9 prefere ALK1 (além de interagir com BMPRII/ActRIl) e o pro-
dominio da BMP9 ancora-se ao dimero por interagdes de folhas 3 (B-sheet), podendo
ser parcialmente deslocado durante ligagdo a ALK1 e receptores tipo Il sem abolir a
sinalizacdo (58). Essa organizag&o ajuda a explicar a resisténcia relativa de BMP9/10
a inibicdo por CV2, ao passo que BMP2 é mais suscetivel a antagonistas
extracelulares. Essas diferencas de arquitetura e interface com receptores/cofatores
sao centrais para a diversidade funcional observada entre BMP2 e BMP9.
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Estudos comparativos em tecidos orais, demonstraram que a BMP9 induziu
maior atividade de ALP, deposicdo mais robusta de matriz mineralizada e uma
regulagdo mais acentuada de marcadores osteogénicos em comparagdo com a
BMP2 (46,95,98,114,118,126). Mesmo quando a expressdao de BMP2 era mais
abundante - como em ceélulas do ligamento periodontal expostas a forca de tenséo
ciclica (80) - os resultados revelaram que a neutralizagcdo da BMP9 levou a uma
reducdo de 45% na deposicdo mineral, ou seja, mesmo com niveis mais altos de
BMP2, a BMP9 desempenhou um papel essencial e ndo substituivel na mineralizagéao
induzida.

Em contrapartida, um estudo relatou auséncia de BMP9 em células humanas
do ligamento periodontal, tanto em condigdes basais quanto apos estimulagdo por
ultrassom pulsado de baixa intensidade (LIPUS), sugerindo que a BMP9 n&o é ativada
endogenamente por esse tipo de estimulo mecanico (93). Essa discrepancia pode ser
atribuida a natureza do estimulo mecanico aplicado, ao estado diferenciado das
células PDLCs adultas (uma vez que a maioria dos estudos observados utilizaram
células-tronco mesenquimais ou modelos imortalizados - tipos celulares com maior
plasticidade ou perfil de diferenciagdo mais imaturo (163,164)), ou a baixa expressao
basal intrinseca da BMP9 nessas células.

Em um estudo com pré-odontoblastos imortalizados, células tratadas com
BMP9 exibiram significativamente menor formacdo de matriz cartilaginosa do que
aquelas tratadas com BMP2 ou BMP6 (114), indicando um comprometimento mais
direto com a osteogénese - um desfecho considerado desejavel em regeneragéo
O0ssea. Além disso, a BMP9 demonstrou maior atividade osteoindutiva mesmo em
doses mais baixas que a BMP2 (126).

Em relagdo a suscetibilidade a antagonistas extracelulares, a BMP2 é
fortemente inibida pela Noggin, cuja expressao costuma ser aumentada em resposta
a exposicao a propria BMP2, o que exige doses terapéuticas mais elevadas e aumenta
Noggin e parece ser menos afetada pela Activina A em determinadas condi¢des
(46,95,114). Essa resisténcia pode explicar a atividade mais estavel da BMP9, mesmo

em ambientes inflamatoérios ou sob estresse mecanico.
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Apesar dessas evidéncias, comparagdes in vivo entre BMP2 e BMP9 tém
apresentado resultados variados. Um estudo em camundongos conduzido por Alden
et al., 2000, relatou reparo morfologico superior em defeitos 6sseos mandibulares
induzidor por AdBMP2 (122). Em contraste, uma investigacao mais recente conduzida
por Saulacic et al., 2018, demonstrou que a rhBMP9 promoveu preservagao mais
eficaz do rebordo alveolar em comparacdo a rhBMP2 em um modelo canino de
extragao dentaria (126). Tais discrepancias podem ser atribuidas a diferentes modelos
animais, métodos de entrega das proteinas, dosagens ou responsividade tecidual.

Curiosamente, em estudos de espécies ndo mamiferas, como peixes (129) e
répteis (165) - animais que substituem seus dentes continuamente - foi identificada a
expressao de BMP2, mas ndo a de BMP9, em tecidos dentarios em desenvolvimento.
Essas funcbes diferenciais entre espécies vertebradas podem refletir adaptacdes
evolutivas quanto a preferéncia de sinalizacéo e a expressao de receptores especifica
de tecidos. A BMP2 parece exercer um papel mais constitutivo no desenvolvimento
odontogénico e na homeostase tecidual, com expressdo endogena em diversos
modelos animais, com participacdo na sinalizacdo do desenvolvimento e na
manutengdo. Em contraste, a BMP9 parece atuar mais como um fator condicional,
com efeitos osteoindutivos potentes observados principalmente sob aplicagao
exogena ou condigdes especificas de estimulo, funcionando como um intensificador,

dependente do contexto, na formagao de tecidos mineralizados.

4.6 LACUNAS E LIMITACOES DA LITERATURA E DESTA REVISAO

Apesar do promissor potencial osteogénico e odontogénico da BMP9, nenhum
ensaio clinico foi conduzido até o momento, e a maior parte dos dados provém de
estudos in vitro, os quais ndo reproduzem a complexidade das condi¢des in vivo. A
heterogeneidade experimental - concentragdes de BMP9, tempos de exposi¢ao, tipos
celulares, sistemas de entrega e desfechos avaliados - compromete a
comparabilidade entre os estudos.

Algumas vias de sinalizagdo alternativas, como PI3K/Akt e PLC/Ca*, e
interagbes com antagonistas conhecidos, como a Activina A, permanecem pouco
explorados. Questdes de seguranga a longo prazo - incluindo mineralizagédo ectopica

ou risco de carcinogénese - ainda carecem de investigacdo. Além disso, a auséncia
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de padronizagado dos modelos celulares, somada a alta variabilidade nas respostas a
BMP9 entre os diferentes tipos celulares, compromete ainda mais a reprodutibilidade

e a relevancia translacional dos achados.

4.7 IMPLICAGCOES CLINICAS E DIRECIONAMENTOS FUTUROS

As evidéncias levantadas sugerem que a BMP9 apresenta um potencial
significativo para aplicagées regenerativas em contextos orais e maxilofaciais. Sua
elevada capacidade osteoindutiva, mesmo em baixas concentragbes, associada a
resisténcia relativa a inibidores classicos das BMPs - como a Noggin (24) - a
diferenciam de outros membros da familia, como a BMP2. Essas propriedades
reforcam a BMP9 como uma candidata promissora para a engenharia 6ssea e de
tecidos dentarios. Contudo, diante da notdria imprevisibilidade de sua bioatividade -
sobretudo no contexto de inflamagao, nos quais foram descritos tanto efeitos pro
quanto anti-inflamatoérios -, a associagdo com agentes moduladores mostra-se uma
alternativa potencialmente segura para otimizar seus efeitos regenerativos.

Pesquisas futuras devem priorizar estudos in vivo bem desenhados, utilizando
modelos relevantes de doengas orais - especialmente sob condi¢gdes inflamatorias -
para melhor replicar cenarios clinicos. Ensaios comparativos com outras BMPs,
particularmente a BMP2, s&o necessarios para definir sua eficacia relativa, dosagem
ideal e perfil de efeitos adversos. Estudos comparativos com meios de liberagcédo da
BMP9 (Advs e RPDs) também merecem maior destaque. A elucidag&o das vias de
sinalizagao alternativas de BMP9 - especialmente PI3K/Akt, Wnt e MAPK - podem
revelar novos alvos terapéuticos e aprimorar a previsibilidade clinica. Por fim, a
tradugcédo bem-sucedida da BMP9 para a pratica odontoldgica dependera da definicdo
da dose ideal, desenvolvimento de sistemas de liberagdo seguros, eficientes e
economicamente viaveis, além de validagdo pré-clinica abrangente e aprovagéo
regulatoria, bem como determinagao de co-fatores que garantam maior previsibilidade
dos resultados.
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5. CONSIDERAGOES FINAIS

Esta revisdo de escopo evidenciou a BMP9 como potente osteoindutor em
diversas células e tecidos orais. No entanto, suas respostas mostraram ser contexto-
dependentes, com modulagdo significativa ditada pelo microambiente (estado
inflamatorio, presenca de antagonistas e repertorio de receptores). Essa plasticidade
da BMP9 néo ¢é intrinsecamente boa nem ruim, ela amplia o espectro de efeitos
possiveis e, simultaneamente, impéem a necessidade de rigoroso controle do
contexto de aplicagdo. Se com a BMP2 o problema parece ser a ampla acao e dificil
restricdo, com a BMP9 o desafio é prever e controlar essa plasticidade para que ela
trabalhe a favor do alvo clinico e n&o contra.

Apesar desses resultados promissores, o numero reduzido de estudos (em
comparagdo a BMP2), a auséncia de ensaios clinicos e a
heterogeneidade/inconsisténcia dos achados limitam ainda, sua aplicabilidade
translacional. De modo geral, a BMP9 desponta como uma candidata promissora para
estratégias terapéuticas em tecidos orais, mas ainda demanda mais experimentos que
permitam padronizar doses, via de administracdo, formulagdo e condi¢cbes de

microambiente, viabilizando janelas terapéuticas mais seguras.
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Quadro 4 - Resumo dos estudos incluidos que comparam a atividade bioldgica ou a expresséo de
BMP2 e BMP9 (continua)

mineral, RT-PCR e WB.

Autor/Ano Eitich Metodologia AT BMP2 x BMP9
Anatomico biolégico
Sem expressao BMP-9.
LIPUS aumentou expressao de
hPDLCs com/sem LIPUS. . ~ .
Yang Z et al., LIGAMENTO Avaliagéo da expresséao de Proteina di':izédeaBmPc%n?xlzgena‘rz fgls
2014 PERIODONTAL | proteinas osteogénicas RT-PCR, endégena ; controle & grup
= experimentais, indicando que
WB e coloragéo para ALP. = L
BMP9 néo existia nessas
células.
hPDLFs tratadag com thMP2_ou Atividade BMP9 > BMP2.
rhBMP9. Ensaios de coloragao rhBMP9 demonstrou inducio
Fuchigami S LIGAMENTO para ALP e vermelho de alizarina, | Recombinante osteoa@nica superior 4 thI%/IPZ
etal., 2016 PERIODONTAL RT-PCR e WB. Andlise da humano (rh) genica sup A
= BMP2 foi inibida por Noggin;
expressdo de marcadores =
- BMP9 nao.
osteogénicos.
Atividade BMP9 > BMP2.
LIPUS, pouco efeito sobre
calcificagéo celular e indugéo de
marcadores osteogénicos nos
experimentos com rhBMP2. Em
hPDLFs tratadas com rhBMP2 ou contraste, mineralizagao matriz
rhBMP9, com/sem ultrassom induzida por rhBMP9 em
Kusuyama J LIGAMENTO pulsado e estimulo inflamatério Recombinante hPDLFs e expressao de
etal., 2019 PERIODONTAL | (LPS). Ensaios de ALP, coloragao humano (rh) marcadores osteogénicos
mineral, RT-PCR, WB e inibigao significativamente aumentadas
farmacologica. pela estimulagéo c/ LIPUS.
Noggin (antagonista BMP2)
expressao aumentada apos
estimulagdo com LIPUS. LIPUS
néo afetou expressao de
Activina A (antagonista BMP9).
Expressiao BMP9 < BMP2;
Atividade BMP9 > BMP2.
A expressao de Noggin e de
hPDLCs submetidas a for¢a de BMP2, BMP6 e BMP9 foram
Tantilertanant LIGAMENTO tracéo C|_cI|ca (CTF). Avallggao da Proteina aumenta]das nas hPDLCs_em
expressao de BMP9 endogeno e . resposta a CTF. A expressao de
Y etal., 2019 | PERIODONTAL - . endégena ) . 8
de marcadores osteogénicos via BMP2 foi a maior, porém o
RT-PCR e WB. efeito funcional mais significativo
sobre a diferenciagéo
osteogénica e mineralizagao da
matriz foi atribuido a BMP9.
Animais tratados com AdBMP2 Atividade BMP9 < BMP2.
Alden TD et 0SS0 re OeunQSaBgAclj 2§?g: Iclzigﬁi%fiacial Adenovirus d?gsmizrzﬁdozmﬁgéizgg: e
al., 2000 MANDIBULAR 9 gdo ossea crar (Ad) monstraram 9
por analises histoldgicas e cicatrizagao 6ssea. AdBMP2
tomogréficas. resultou em melhor reparo.
Expressao BMP9 > BMP2.
hDPSCs tratadas com Aps o tratamento com
exossomos derivados de células exossomos, tanto expressdo de
da papila apical. Expressdo de BMP2 quanto de BMPS foram
Huang CC et POLPA BMPs e genes odonto anicos via Proteina aumentadas hDPSCs. Apenas a
al., 2016 DENTARIA 9 ontogenice endégena BMP9 apresentou um aumento
RT-PCR e WB. Mineralizagao por - e
= estatisticamente significativo e
coloragdo com vermelho de .
alizarina . fs.ljbsta.n0|al. Dados de
’ significancia para a BMP2 nao
reportados individualmente.
Atividade BMP9 > BMP2.
AdBMP9 induziu maior atividade
de ALP, mineralizagdo mais
Pré-odontoblastos imortalizados acentuada e formagao de
Cao Y et al PAPILA (iPDBs) tratados com AdBMP2, Adenovirus trabéculas 6sseas organizadas,
2020 ” APICAL AdBMP6 ou AdBMP9. Realizados (Ad) superando efeitos promovidos
DENTARIA ensaios de ALP, coloracéo por AdBMP2 e AdBMP6. iPDBs

transduzidas com AdBMP9
apresentaram menos depdsitos
cartilaginosos em comparagéao
aos demais grupos.
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Quadro 4 - Resumo dos estudos incluidos que comparam a atividade bioldgica ou a expresséo de
BMP2 e BMP9 (conclusao)

Autor/Ano Sitio Metodologia Agente BMP2 x BMP9
Anatomico biolégico
hDPCs tratadas com rhBMP9 e
transduzidas com AdBMP9, = -
. . Expressaol/Atividade
com/sem B-catenina. Ensaios de
= BMP9 > BMP2.
coloracéo para ALP & vermelho Proteina BMP9 teve habilidade superior
Li X etal., POLPA de alizarina, RT-PCR e WB. endéaena. Ad ara induzir aenes dg
2021 DENTARIA Anélise expressdo endégena de gena, _Para Induzir genes de
erh diferenciagdo odontogénica e
BMP9 e marcadores . .
- S matriz de dentina, comparado
odontogénicos. Modelos in vivo
N com BMP2.
de transplante subcutéaneo e
capeamento pulpar em ratos.
Atividade BMP9 > BMP2.
Substitutos 6sseos humanos A rhBMP9 apresentou maior
tratados com rhBMP9 expressao génica de RUNX2,
. implantados em alvéolos de . OSX e ALP do que o tratamento
Kawecki F et 0sso ratos. Avaliagdo da regeneragao Recombinante com rhBMP2. A rhBMP9 indutor
al., 2022 ALVEOLAR . ; : . humano (rh) e N
6ssea por micro-CT e histologia. mais eficaz da osteogénese em
Comparagéo da resposta entre hASCs e na produgao de
biomateriais com e sem rhBMP9. substitutos 6sseos semelhantes
ao osso comparada a rhBMP2.
Expressao BMP9 < BMP2.
BMP2 ¢é altamente expressa na
formacgao dentaria; BMP9 esta
. - = menos envolvida. A BMP2
Analise gendmica e expressao de e .
membros da familia BMP em participa diretamente da
MaY etal, AO REDOR eixe Opleanathus. Avaliacio Proteina diferenciagéo dentaria,
2022 DOS DENTES P plegnathus. ¢ endégena proliferacéo de células
transcriptdmica e expresséo LT L
) mesenquimais e fases iniciais
tecidual por RT-PCR. =
formagao do dente em forma de
bico, enquanto BMP9 parece
exercer papel mais geral no
desenvolvimento.
Atividade BMP9 > BMP2.
RhBMP9 apresentou maior
volume ésseo, de medula e de
aumento do que a rhBMP2.
- = Defeitos tratados com rhBMP9
Modelo in vivo em cées Beagle. )
(4/20ug) valores mais altos de
Implantes alveolares tratados 0ss0. medula 6ssea e volume
Saulacic N et 0SSO C?\;II?C:';I:D’CMTPS gﬁéﬁ?s?ﬂi?;ope’isy- Recombinante total de aumento do que sitios
al., 2018 ALVEOLAR 9 humano (rh) tratados com rhBMP2 (20ug) ou

(ap6s 8 semanas). Comparagao
formacgao éssea e volume
regeneragao.

controles. rhBMP9 (4ug)
demonstrou maior densidade de
substituto ésseo e menor nivel
de densidade de tecido
mole/conjuntivo. Densidade
volumétrica da medula éssea foi
mais alta grupo rhBMP9 (20ug).




