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THE CHEMISTRY BEHIND BONE BIOMINERALIZATION. The bone formation process is an example of how both time and
nature acted harmonically to pave the path for life as we know. The unique association between calcium phosphate (CaP) and collagen
in a single building block, gave rise to one of the most remarkable biomaterials that we know. Our aim in this revision is to provide

a brief glance at the different organization levels of the bone tissue, by describing the main their main features. We start with a brief

discussion regarding the thermodynamic conditions for mineral formation and how living organisms surpass them. Then we present

collagen, the major organic component of bone, in the light of its hierarchical organization as well as its association to CaP crystals.
The mechanisms that control both mineral formation and the association with the organic phase are further presented, in which

cells and other components of the extracellular matrix, such as matrix vesicles and noncollagenous proteins, become agents of bone

construction. Finally, we underline the difficulty of studying the complex process of bone mineralization and present liposomes,
proteoliposomes, and Langmuir monolayers as biomimetic approaches to this end.
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INTRODUCAO

Muitos organismos, bem como seus constituintes, sdo formados
por sistemas quimicos complexos que envolvem a interagio entre
compostos organicos e inorganicos ligados quimica e/ou fisicamente
para gerar estruturas com propriedades aprimoradas. Tais organismos
desenvolveram a habilidade de criar tecidos mineralizados a partir
de precursores idnicos soliveis, que se associam para formar cristais
dispersos em uma matriz extracelular composta por proteinas e/
ou polissacarideos.'? Nessa matriz, moléculas orginicas criam um
arranjo tridimensional que fornece a informagao estrutural e espacial
para o direcionamento da nucleag@o e posterior crescimento da
fase mineral. O processo pelo qual ocorre a formagdo de tecidos
mineralizados é chamado de biomineralizagdo. Por sua vez, os
minerais encontrados nesses tecidos sdo comumente denominados
biominerais. Diversos biominerais séio encontrados na natureza como,
por exemplo, a silica presente em diatomdceas (um tipo de alga
marinha), o carbonato de cédlcio encontrado em conchas marinhas e
o fosfato de célcio presente na estrutura de dentes e 0ssos, que serd
o foco dessa revisao.

A formacdo de dentes e ossos € resultado da biomineralizacio
de fosfatos de cilcio, que aqui chamaremos de ossificacido. Mais
precisamente, os biominerais que constituem esses tecidos sdo
ortofosfatos de cdlcio, formados primariamente pelo grupo ortofosfato
(PO,*), podendo também apresentar as respectivas espécies dcidas
(HPO,* e H,PO,) em suas estruturas.’ Em pH fisiolégico (~7,4),
fons fosfato, na sua forma livre, existem em equilibrio com as formas
HPO,* e H,PO, em propor¢do 4:1, dessa forma, vamos nos referir
a ambas as espécies por Pi (fosfato inorganico). Na estrutura de
ossos e dentes, proteinas, minerais e moléculas de 4gua encontram-
se hierarquicamente associados, dando origem a um material com
propriedades mecanicas e estruturais Unicas. A complexidade desses
tecidos mineralizados se deve ndo somente a interacdo finamente
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controlada entre a parte orgdnica e a parte inorganica de suas
matrizes, mas também as relacdes espaciais temporalmente reguladas
entre todos seus componentes. Ossos e dentina compartilham uma
matriz extracelular semelhante em composi¢do mineral e proteica,
enquanto o esmalte dentdrio difere dos ossos e dentes por seu alto
teor mineral e matriz organica quase absente de coldgeno, composta
por amelogeninas, caracteristicas essas que conferem resisténcia
mecanica aprimorada a esse tecido.*

O tecido 6sseo é um biocompdsito constituido por aproximada-
mente 65% (em massa) de fase mineral, 25% de matéria orginica
e 10% de dgua.’ Sua fase mineral é formada por fosfato de cilcio,
enquanto a parte organica é composta majoritariamente por colageno
do tipo-I e uma frag¢@o de proteinas ndo-colagenosas. O biomineral
encontrado no tecido dsseo se assemelha em composigio e estrutura
a hidroxiapatita [Ca,,(PO,),(OH),], que em propor¢des estequiométri-
cas possui razdo molar Ca/P = 1,67. Todavia, diferentes substitui¢des
ionicas (principalmente CO,%, mas também outros fons como Mg,
Sr*, CI, F-, HPO,*) e vacancias na rede cristalina da hidroxiapatita
ocorrem no tecido dsseo, resultando em baixa cristalinidade e quebra
de estequiometria comparada ao valor de Ca/P = 1,67. Dessa forma,
¢ mais preciso referir-se a fase mineral do tecido 6sseo como apatita
biolégica, ou simplesmente apatita,’ como serd adotado neste texto.
Além da sua composig¢io quimica singular, cristais de apatita no tecido
Osseo apresentam morfologia caracteristica na forma de plaquetas,
cujas dimensdes variam em torno de 2-6 nm de espessura, 30-50 nm
de largura e 60-100 nm de comprimento.5’

Nesta revisdo, focaremos na descricio da estrutura do tecido
dsseo, tal como dos mecanismos bioquimicos que controlam sua
formacgdo. Abordaremos inicialmente aspectos fundamentais do
processo de cristalizagcdo, de modo a compreender fatores fisico-
quimicos que controlam a formagdo da fase mineral. A associacdo
intima entre colageno e apatita constitui o bloco construtor do tecido
0sseo, cuja organizagdo hierdrquica evolui do nivel molecular ao
macroscépico. Mostraremos, na sequéncia, que a formagio e a
organizacdo dessa matriz s6 € possivel gragas a eventos celulares
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altamente orquestrados que regulam e garantem a geragdo dos
estimulos necessdrios para a ossificagdo. Por fim, apresentaremos
modelos biomiméticos que podem ser utilizados para o estudo do
processo de biomineralizac@o, além de inspirarem o desenvolvimento
de tecnologias e biomateriais para regeneracao gssea.

BIOMINERALIZACAO: NUCLEACAO E CRESCIMENTO
DA FASE MINERAL

Um dos maiores desafios da pesquisa atual em biomineralizacao
¢ compreender a relacio entre mecanismos fisico-quimicos e
bioquimicos que possibilitam o controle extremamente preciso da
formacao de biominerais. Fundamentalmente, biomineraliza¢do € um
processo no qual precursores i0nicos soliveis sofrem uma transi¢do
de fase que parte de um estado de alta energia livre (estado solvatado
dos precursores idnicos) para um estado de menor energia livre (a
rede cristalina do biomineral resultante). Essa transicdo de fase ¢
conhecida como nucleagdo. As bases fisico-quimicas da nucleacdo
estdo densamente descritas na literatura,’'° de forma que, aqui,
apresentaremos apenas uma visdo simplificada do processo, sobre o
qual alguns fatores essenciais podem ser delineados. O ponto basico
¢ que, seja para a nucleacdo, quanto para o crescimento, a energia
livre dos fons em solugéo deve ser maior que a soma das energias
livre da fase mineral e da solucdo final. Logo, a for¢a motriz para a
formagao mineral € a redugdo do potencial quimico do sistema. Sendo
mais preciso, a nucleagdo requer uma condi¢do de metaestabilidade,
onde a solug@o precursora existe em condicdo supersaturada. A
supersaturagdo (S) de uma solugdo € definida como a razdo entre o
produto da concentragdo dos precursores soliveis e a sua respectiva
constante de solubilidade (Kps), relativa a fase mineral formada.
Dessa forma, para que ocorra nucleagao, faz-se necessario o actimulo
de fons precursores tal que a condicéo para nucleag@o da fase mineral
seja favorecida por uma supersaturagdo minima (S>1).

Enquanto o potencial quimico da fase sélida for menor que o
da solucio, isto €, enquanto houver supersaturagado, a particula nu-
cleada poder4 crescer. O crescimento ocorre por meio da migracéo
de espécies monoméricas da solugao (sejam elas dtomos, moléculas
ou complexos moleculares) para um nicleo sélido, gerado a partir
de flutuacdes termodindmicas da soluc¢@o. No entanto, apenas uma
fracdo das particulas formadas por meio dessas flutuacdes se tor-
nardo nucleos estaveis da fase sélida. Isso ocorre devido a tensdo
interfacial existente entre o nicleo formado e a soluco, que se opde
a redugdo de energia livre gerada pela transferéncia de dtomos da
fase solvatada para a fase s6lida. Assim, sob o ponto de vista termo-
dinamico, a formacao da fase sdlida consiste em sobrepor a barreira
energética de formagao do nicleo mais estdvel, que entdo evolui para
a fase sélida final. Felizmente, a evolugdo dos organismos permitiu
o desenvolvimento de mecanismos rebuscados para romper essas
barreiras e promover a formagao de tecidos mineralizados. Por essa
razdo, a visdo da nucleag@o direta para a formacao da fase mineral
termodinamicamente mais estdvel nem sempre explica a complexi-
dade dos panoramas energéticos envolvidos na biomineralizagéo.? As
condi¢des bioldgicas, além de limitar os tipos de minerais que podem
ser depositados a partir de solugdes aquosas, promovem também um
fino controle da fase cristalina e da morfologia final do sélido formado
através da imposi¢ao/sobreposi¢do de barreiras energéticas, sendo
essas reguladas tanto espacial quanto temporalmente. Em virtude
desse nivel particular de controle, ¢ comum fazermos referéncia
a um controle cinético de precipitacdo, no qual modificagdes das
barreiras energéticas de nucleagio, crescimento e transi¢ao de fase,
ditam a forma e a estrutura final do biomineral formado."! Nesses
casos, a cristalizagdo geralmente se d4 por um processo sequencial
que envolve modificagdes estruturais e composicionais de precursores
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amorfos e intermedidrios cristalinos, ao invés de um caminho de etapa
unica onde o produto termodindmicamente mais estdvel € pronta-
mente formado (Figura 1). A extensdo dessas transformagdes de fase
depende das solubilidades das fases minerais intermedidrias e das
barreiras energéticas associadas as diferentes etapas, todas fortemente
influenciadas por aditivos, sendo essa uma das razdes que permite
um alto controle do processo de formagao do biomineral pela matriz
organica.'? In vitro, sob condig¢des fisiolGgicas de pH e concentracdo
ionica, a formacdo de fosfato de célcio reflete esse mecanismo de
cristalizacdo em vdrias etapas, como mostrado na Figura 1. Essa via
de mineralizagdo a partir de precursores metaestaveis em direcio a
formagao da hidroxiapatita tem sido descrita também in vivo.'*'

AG

Caminho termodinamico

Precursores
ibnicos soldveis
AG,
Fase Intermediaria 1

AG,

Caminho cinético
Fase Intermediéria 2

Fase cristalina final

ACP Y oCP HAp
Cay(PO,), " Cag(HPO,),(PO,),5H,0 ) Cay(PO,)4(0H),

Ca/P 15 1,33 1,67

-log(Kps) ~30 96,6 16,8

Figura 1. Caminhos de cristalizagdo sob controles termodindmico e cinético.
Do ponto de vista termodindmico, um sistema contendo precursores ionicos
soliiveis evolui para a formagdo direta da fase mais estdvel desde que seja
rompida uma barreira de energia (AG) associada a nucleagdo e crescimento
dessa fase. Todavia, é comum a existéncia de um caminho cineticamente
controlado, no qual a precipitagdo sequencial ocorre a partir de precursores
menos estdveis, controlada por barreiras energéticas (AG, , ;). O rota adotada
para a formagdo de mineral, rota de etapa vinica (caminho termodindmico)
ou precipitagdo sequencial (caminho cinético), depende da magnitude das
barreiras energéticas associadas a nucleagdo, crescimento e transformagdo
de fases intermedidrias''. Imagens de microscopia de eletronica de transmis-
sdo dos produtos formados a partir de uma solugdo contendo PO e Ca’*
ao longo do tempo ilustram essa precipitagdo sequencial, na qual fosfato de
cdlcio amorfo (ACP) é prontamente formado na solugdo, que entdo evolui para
octacdlciofosfato (OCP) e, finalmente, hidroxiapatita (HAp). Note o aumento
da razdo Ca/P e a diminui¢do da solubilidade (Kps) ao longo da formagdo
de HAp a partir dos seus precursores metaestdveis. Adaptado da referéncia’.

O CONTROLE CELULAR DA OSSIFICACAO

Simplificadamente, a formagao de tecidos mineralizados ocorre
pela habilidade dos organismos de, simultaneamente, construirem
uma matriz extracelular que servird de alicerce para a deposi¢do da
fase mineral e secretarem um maquindrio bioquimico capaz de con-
trolar esse processo.!” Esse € o controle genético da biomineralizagao,
no qual a existéncia de células fenotipicamente capazes de sintetizar
e controlar a mineralizagdo da matriz extracelular possibilitou o
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surgimento de tecidos mineralizados. Obviamente, a formagio de te-
cidos mineralizados, como os do sistema esquelético, foi fundamental
para a evolugdo das espécies pelo seu papel na proteco e locomocao,
por exemplo. Além disso, os ossos desempenham outras fungdes im-
portantes, tais como apoio para miisculos esqueléticos, locais de nicho
para sintese de células sanguineas, armazenamento de {ons minerais e
secre¢do de hormdnios. Outro ponto importante € que, apesar de sua
aparéncia inerte e estdtica, 0ssos passam por um constante ciclo de
remodelacdo de modo a manter a homeostase e funcionalidade da sua
estrutura. Estima-se que durante os anos ativos de um adulto, a massa
total da matriz 6ssea seja sintetizada e reabsorvida a cada cinco ou
seis anos, obviamente com taxas diferentes dependendo da localizacdo
do osso e idade do individuo.'® De maneira simplista, esse processo
¢ controlado pela agdo de dois tipos celulares: os osteoblastos e os
osteoclastos. Osteoblastos so as células responsaveis pela formagéo
dssea, secretando coldgeno do tipo I e outras biomoléculas capazes
de controlar a mineralizagdo da matriz extracelular. Osteoblastos
aprisionados na matriz extracelular mineralizada se diferenciam em
ostedcitos, principal tipo celular encontrado em ossos maduros, que
formam uma rede complexa (a rede lacuno-canalicular) com impor-
tante fungio na regulag@o da atividade Gssea.'® Ja os osteoclastos sdo
as células responsdveis pela reabsor¢do da matriz calcificada. Essas
células sdo capazes de criar um ambiente dcido produzido localmente
para a degradagdo e reabsor¢io da matriz calcificada.” A perturbacéo
do equilibrio entre a formagao e a reabsorcdo dssea leva a condi¢des
patoldgicas. A formacdo dssea excessiva leva a supermineralizacdo
e excesso de massa dssea, como no caso da patologia denominada
osteopetrose.?! Por outro lado, condi¢Ges patoldgicas decorrentes de
reabsor¢do Gssea excessiva podem levar a fragilidade deste tecido,
como no caso da osteoporose.

Por razdes conceituais, ¢ importante dar a dimensdo correta
a0 termo “0ss0”, ji que podemos nos referir a ele tanto como
um tecido (o conjunto formado por células ésseas e a matriz
extracelular mineralizada) quanto um 6rgdo (o osso como um todo,
incluindo cartilagem, medula e vasos sanguineos, por exemplo).
Enquanto tecido, ossos podem ser formados por meio de duas vias
de histogénese mecanisticamente distintas: a intramembranosa e a
endocondral.’® Durante a ossificagdo intramembranosa, responsével
pela formac@o embriondria de ossos chatos, como os da mandibula
e crdnio, ocorre a condensagdo e a diferenciacdo de células
mesenquimais progenitoras em osteoblastos. A condensacdo de
células mesenquimais forma um molde que predefine a localiza¢ao
e o formato do osso futuro. Uma vez que as células mesenquimais se
tornam comprometidas com o fenétipo osteobldstico, sua maturagio
leva a sintese da matriz dssea, onde osteoblastos expressam coldgeno
e enzimas/protefnas capazes de controlar a nucleagdo e a propagagio
da fase mineral. O tamanho e a forma final do osso sdo atingidos por
meio de processos de remodelagem decorrentes da acdo conjunta de
osteoblastos e osteoclastos.

O outro tipo de ossificagdo, a endocondral, € um processo celular
muito mais complexo que a ossificacdo intramembranosa, tanto
em termos temporais quanto espaciais. Esse tipo de ossificagido &
responsavel pela formagdo de ossos longos dos membros, como
fémur e tibia. Durante a condensagao das células mesenquimais que
dita a forma e a localizacdo do osso futuro (assim como no caso
da intramembranosa), a diferenciacdo ndo ocorre diretamente em
osteoblastos, mas em condrdécitos (células especificas de cartilagem),
que secretam uma matriz extracelular contendo colageno (nesse caso
coldgeno do tipo II, em oposi¢io ao colageno do tipo I, majoritario
em ossos maduros). Sendo assim, o que diferencia a ossificacdo
endocondral da intramembranosa € a existéncia de um molde
cartilaginoso, que precede a estrutura final do osso. Neste molde,
os condrdcitos proliferam, diferenciam-se e alteram suas fungdes
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celulares ao atingir o estado de hipertrofia, que possui fenétipo
mineralizante. Esse processo resulta na formacio de cartilagem
mineralizada, que apresenta uma fase mineral pouco cristalina
dispersa na matriz de coldgeno. Inicia-se entdo o processo de
degradacdo dessa matriz, onde osteoclastos (ou mais precisamente
condroclastos, por serem células da cartilagem) promovem a
remocdo do contetido da cartilagem calcificada, criando vacincias
na matriz degradada. Esses espagos tornam-se ocupados por novas
células progenitoras que, desta vez, diferenciam-se em osteoblastos,
e sintetizam uma nova matriz extracelular que serd posteriormente
calcificada e dard origem a estrutura final do osso. A formagao éssea
¢ ainda acompanhada por uma alta vascularizacdo da regido em
crescimento. A invasdo por vasos sanguineos € importante para a
entrega de células, nutrientes e de precursores idnicos a matriz.?> A
dependéncia entre o desenvolvimento do tecido ésseo e a presenga
de oxigénio ¢ extremamente complexa. Pequenas alteracdes no
nivel de oxigénio que atinge o tecido 6sseo afetam sua homeostase
e por consequéncia seu metabolismo.> Por exemplo, a limitacdo de
oxigénio a qual condrdcitos sdo submetidos durante a ossificacido
endocondral gera um estado de hipéxia que controla finamente
o metabolismo celular e a subsequente mineralizagdo da matriz
extracelular.®

A primeira matriz sintetizada pelos osteoblastos ¢ denominada
tecido 6sseo primdrio, no qual a formagdo e mineraliza¢do da matriz
¢ relativamente rdpida e desorganizada, dando origem a fibras
de coldgeno com pouca ou nenhuma orientagdo preferencial.® O
tecido 6sseo primdrio € transiente, sendo substituido pelo processo
de remodelagem, que gera o tecido ésseo secunddrio, ou lamelar.
O tecido 6sseo lamelar € caracterizado por uma rede densa de
fibras de coldgeno paralelamente alinhadas dentro de cada lamela,
mas com orientagdo alternada entre as lamelas.”® Acredita-se que,
para a formagdo do tecido lamelar, osteoblastos se distribuem de
forma polarizada ao longo da superficie da matriz em remodelacdo
e secretam fibrilas de coldgeno em uma orientagio paralela a essa
superficie, dando origem a alta organizagdo espacial das fibrilas de
coldgeno observadas no tecido 6sseo maduro.?® Ao discutir a estrutura
extraordindria dos ossos, a literatura especializada geralmente
se refere a hierarquia do tecido 6sseo secundario maduro, que
descreveremos a seguir.

ESTRUTURA DO TECIDO OSSEO

Formacio e arranjo tridimensional da fibrila de colageno
mineralizada

A arquitetura 6ssea € dependente de vérios fatores, sendo varidvel
entre espécies, idade e localizagdo do osso no organismo. Quando
discutimos a singularidade da estrutura ssea, estamos nos referindo
a organizacdo multiescalar e hierdrquica entre fibrilas de coldgeno
mineralizadas, que se associam dando origem a uma estrutura
complexa que pode ser desmembrada, de forma simplificada, em 7
niveis organizacionais® (Figura 2). Vale ressaltar que com o avango
das técnicas de microscopias com resolu¢do em nivel nanométrico,
outros niveis organizacionais puderam ser definidos na descri¢ao
do material ésseo, especialmente no que tange aos arranjos entre
coldgeno e cristais de apatita.™>*’

Partindo do osso como um 6rgdo (Figura 2, Nivel 7), a primeira
distin¢do organizacional pode ser realizada mesmo a olho nu, onde
facilmente distingue-se a morfologia do tecido ¢sseo esponjoso
(ou trabecular) da do tecido ésseo compacto (ou cortical), ambos
representados pelo Nivel 6, na Figura 2. Enquanto o tecido
€sSponjoso possui uma estrutura porosa com um arranjo desordenado
e interconectado de trabéculas, o tecido 6sseo compacto € denso e
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formado por estruturas cilindricas concéntricas chamadas ésteons
(Figura 2, Nivel 5). Estruturalmente, ambos os tecidos compacto e
esponjoso sdo formados por lamelas, que sdo arranjos tridimensionais
de fibras de coldgeno da ordem de algumas dezenas de micrometros
(Figura 2, Nivel 4). Uma fibra ¢ um arranjo supramolecular de fibrilas
de coldgeno, no qual todas encontram-se orientadas ao longo de um
eixo comum. Os arranjos lamelares de fibras de coldgeno podem ser
altamente organizados, como nos dsteons, onde lamelas sao dispostas
concentricamente, ou lamelas dispostas de modo menos ordenado,
COmMo no 0ssoO esponjoso. A caracteristica bdsica das lamelas € a
disposicdo unidirecional de fibras de coldgeno (Figura 2, Nivel 3).
Por fim, chegamos ao nivel nanométrico, onde fibrilas de coldgeno
mineralizadas emergem como o bloco construtor do material 6sseo
(Figura 2, Nivel 2).

Nivel 7: Osso (6rgao)

Macro

Nivel 6 indricos - 6steons

Osso
Compacto

Nivel 2: Fibrila de colageno mineralizada Nivel 1: apatita + coldgeno

5B
ot

Figura 2. Os 7 niveis hierdrquicos do osso. Nivel 1: Cristais isolados de

Nano

apatita extraidos de osso humano (lado esquerdo) e fibrila de coldgeno néo-
-mineralizada (lado direito) observados por microscopia eletronica de trans-
missdo (MET). Nivel 2: imagem obtida por MET de uma fibrila de coldgeno
mineralizada do tendao de peru. Nivel 3: micrografia MET de uma segdo fina
do tenddo de peru mineralizado. Nivel 4: Quatro padrées de organizagdo de
matriz lamelar de fibrilas encontrados no osso. Nivel 5: imagem obtida por
microscopia eletronica de varredura (MEV) de um ésteon de osso humano.
Nivel 6: corte transversal de um fémur humano fossilizado (cerca de 5.500
anos). Nivel 7: Osso bovino inteiro. Adaptado da referéncia.”

Uma questdo central da pesquisa em biomineralizagdo dssea
¢ entender como as células controlam a formagdo da fibrila de
coldgeno mineralizada e a automontagem desse bloco em estruturas
tridimensionais com alto nivel hierdrquico. Apesar de muita evolugio
no conhecimento produzido nessa drea, ainda ndo ha um consenso
acerca do mecanismo preciso da ossificagdo. Em todo caso, a
compreensdo desse processo inicia-se na analise dos componentes
isolados da matriz dssea, ou seja, fibrilas de coldgeno e cristais de
apatita (Figura 2, Nivel 1).
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A ultraestrutura da fibrila de colageno

A superfamilia de coldgenos, que compreende 28 tipos, classi-
ficados por sua composicdo polipeptidica e arranjo supramolecular,
representa a principal classe de proteinas estruturais formadoras de
matriz extracelular em diferentes espécies®. Dentre os diferentes tipos
de coldgenos, os chamados fibrilares sdo os que mais se destacam
por sua complexidade organizacional e fun¢do, sendo encontrados
em diferentes tecidos, como na cérnea (tipos I e III), cartilagem
(tipo II) e osso (tipo I). A unidade bdsica que caracteriza as proteinas
colagenosas € a existéncia da tripla-hélice de coldgeno, formada pelo
entrelacamento de trés cadeias alfa (o). A sequéncia polipeptidica e
os tipos de cadeias a que formam a tripla-hélice € o que confere a
diversidade estrutural dos diferentes tipos de coldgeno. Por exemplo,
a tripla-hélice do coldgeno tipo I é formada pela associac@o entre duas
cadeias do tipo o,(I) € uma cadeia do tipo a,(1I). Por outro lado, o
coldgeno do tipo II é formado pelo entrelacamento de trés cadeias do
tipo o,,(II). Cada cadeia o apresenta seus aminodcidos constituintes
dispostos em uma sequéncia primaria dada pela repeti¢do consecutiva
da trinca glicina-X-Y, onde glicina estd sempre presente na terceira
posic¢do, e X/Y sdo ocupados por diferentes aminodcidos. Apesar
dessas posigdes serem passiveis de ocupagdo por qualquer amino-
dcido, cerca de 22% dos residuos diferentes de glicina sdo prolina
ou hidroxiprolina, um aminodcido derivado da prolina resultante de
modificag¢des pés-traducionais (adi¢@o de grupos hidroxila na cadeia
lateral do aminodcido).?” A ocorréncia de glicina a cada terceira po-
si¢do € essencial, pois é o aminodcido com a menor cadeira lateral
(apenas um dtomo de H), favorecendo o entrelacamento altamente
compacto das trés cadeias alfa que formam a tripla-hélice. Neste
arranjo, a cadeia lateral dos residuos de glicina € projetada para o
centro da hélice, enquanto as cadeias laterais dos demais residuos de
aminodcidos sdo expostas para o meio externo a tripla-hélice (Figura
3b). Esse ordenamento singular cria motivos estruturais fundamentais
que suportam o papel bioldgico do coldgeno na matriz extracelular,
uma vez que esse arranjo especifico de aminodcidos gera pontos de
ligacdo para diferentes macromoléculas.? A tripla-hélice de coldgeno
€ estabilizada por interacdes fracas, principalmente por ligacdes de
hidrogénio envolvendo o grupo amino do residuo de glicina e os gru-
pos carboxilicos de residuos de aminodcidos presentes nas cadeias o..
A importancia do residuo de glicina na terceira posi¢do da sequéncia
polipeptidica € reafirmada pela existéncia de diversas patologias ge-
néticas associadas a alteracGes desta localizagdo.?® Como exemplo,
pode ser destacada a osteogénese imperfeita, também conhecida como
doenca dos ossos de vidro, cuja principal caracteristica € a extrema
fragilidade dos ossos.

A molécula de coldgeno (denominada tropocoldgeno) € formada
por uma tripla-hélice que possui cerca de 300 nm de comprimento
e 300 kDa de massa molecular. Todavia, coldgeno ndo € encontrado
na forma de moléculas isoladas na matriz extracelular. Na verdade,
uma caracteristica fundamental desse grupo de proteinas € a sua
capacidade de se auto-organizarem em arranjos supramoleculares®'
(Figura 3a). Na matriz extracelular do tecido 6sseo, colageno é
encontrado na forma de fibrilas (espessura da ordem de 100 nm e
comprimento de até 1 um), que sao arranjos supramoleculares onde
moléculas de coldgeno estdo dispostas de forma alinhada ao longo
de um eixo. A organizacdo axial das moléculas de coldgeno foi
elucidada por Hodge-Petruska em 1964, a partir de andlises de MET
de fibrilas de coldgeno reconstituidas in vitro.* Utilizando contraste
por elementos eletrodensos, notou-se a existéncia de um padrio
de repetitivo no qual uma banda clara intercala com outra escura a
cada ~ 67 nm, ao longo de toda a fibrila. Hodge-Petruska,* entao,
propuseram que este padrdo caracteristico surge do espagamento
(chamado de espagamento D), entre diferentes moléculas de colageno,
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Figura 3. Organizag¢do multiescalar do coldgeno. (a) Visdo esquemdtica do ordenamento hierdrquico do coldgeno, variando da estrutura primdria em escala

molecular até fibras de coldgeno com comprimentos da ordem de 10 um. (b) Na tripla hélice de coldgeno, as trés cadeias polipeptidicas se entrelagam de tal

forma que seus residuos de glicina estdo dispostos para o interior da molécula, maximizando as interagdes intermoleculares que estabilizam a estrutura. (c)

Mapas de densidade eletronica de fibrilas de coldgeno obtidos por cristalografia. O arranjo axial entre diferentes moléculas de coldgeno dd origem a fibrila,

que sdo arranjos alternados entre regioes de sobreposigdo e de lacuna. Imagem adaptada da referéncia.”

cujo comprimento ndo é um multiplo inteiro de D, mas em torno de
4,46xD. Nesse modelo, cada molécula de coldgeno € considerada
como um basto rigido de comprimento fixo (300 nm). Ao longo do
eixo da fibrila as moléculas de coldgeno estio paralelamente dispostas
e deslocadas entre si. Note na Figura 3a, que devido ao distanciamento
entre as moléculas ao longo do eixo da fibrila, ha sobreposicoes axiais
entre as moléculas, além de regides onde existem vacincias geradas
em funcdo do espagamento entre duas moléculas vizinhas. Assim,
surgem as regides de sobreposigio (em inglés overlap, com dimensao
de 0,46xD) e de lacuna (em inglés gap, com dimensao de 0,54xD).
A coloragdo das bandas observadas por MET surge do processo de
contraste com elementos eletrodensos que penetram mais facilmente
em regides de menor empacotamento das moléculas (as ‘lacunas’),
criando as bandas escuras, enquanto as bandas claras representam
as regides de sobreposicdo. Apesar desse modelo simplista de
Hodge-Petruska ser vilido até hoje, o uso de técnicas avancgadas de
cristalografia permitiu a obtenc@o de mais detalhes da microestrutura
da fibrila de coldgeno.”*® Ao invés de bastdes rigidos, Orgel et al.*
revelaram uma superestrutura muito mais complexa para a fibrila de
coldgeno, na qual as moléculas de tropocoldgeno ndo se encontram
perfeitamente alinhadas, mas organizadas em um arranjo torcido e
inclinado. O escalonamento entre as moléculas leva a estrutura de
bandas periddicas caracteristica das fibrilas de coldgeno, contendo
uma regido de sobreposi¢do densa e uma regifio de lacuna menos
compacta.’

A natureza fibrilar do coldgeno, principalmente pela existéncia
de sitios de ligacdo especificamente arranjados a nivel molecular,’®
permite a auto-organizagdo lateral das fibrilas, dando origem a um

arranjo da ordem de dezenas de micrometros, conhecido como fibras.
Narealidade, acredita-se que a habilidade das moléculas de coldgeno
formar arranjos supramoleculares seja fundamental para a estabilidade
dessa proteina em condig¢des fisioldgicas.*® Em cada fibra, arranjos
extensos de fibrilas lateralmente organizadas sdo estabilizados por
ligagdes covalentes. O modo como as fibras de coldgeno se associa
¢ o0 que da origem a organizacdo hierarquica presente em tecidos
baseados nessa proteina, como em lamelas no caso do tecido 6sseo
(ver Figura 2). Nota-se nas imagens de MET de uma lamela do
tecido 6sseo (nivel 3 da Figura 2), que o padrdo repetitivo de bandas
das fibrilas de coldgeno individuais € propagado ao longo das fibras
(onde verifica-se a existéncia de bandas precisamente posicionadas
ao longo de centenas de nandmetros). Apesar da estrutura de fibrilas
de coldgeno individuais ser bem conhecida, pouco ainda se sabe
sobre o modo pelo qual essas fibrilas se organizam em arranjos
tridimensionais em nivel tecidual, onde fibras de coldgeno altamente
organizadas atingem dimensdes micrométricas.** Além disso, a
complexidade supramolecular e organizagio estrutural das fibras de
coldgeno ¢ especifica para cada tipo de tecido, assim como o grau
de reticulagdo e glicosilacdo, e a combinagao entre diferentes tipos
de coldgeno, fatores esses que ditam a estrutura final e a fungdo do
tecido.®

O CONTROLE FISICO-QUIMICO DA OSSIFICACAO
Ainda que vdrios estudos tenham se proposto a elucidar os

caminhos que determinam onde, quando e como os cristais de apatita
se formam e se associam as fibrilas de colageno durante a ossificacdo,
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0 mecanismo exato do processo ainda € obscuro. Inicialmente, por
volta da década de 1920, foi proposta uma teoria de cristalizagio
homogénea para a ossificagiio. Acreditava-se que células osteogénicas
eram responsdveis por aumentar localmente as concentracdes dos
fons precursores da apatita (Ca, Pi), por meio da agéio de enzimas,
até um nivel suficientemente alto de supersaturagdo que resultasse
na nucleagdo homogénea e espontinea de cristais de apatita em
tecidos mineralizados.* Todavia, com a evolugdo das técnicas de
microscopia para analise do tecido dsseo, observou-se que havia
uma relag@o intima entre as fibrilas de coldgeno e a fase mineral.
Em 1952, Robinson e Watson® mostraram que as células unitérias
dos cristais de apatita possuem eixo ¢ quase paralelo ao eixo da
fibrila de coldgeno, dando origem a ideia de que uma associacio
especifica entre coldgeno e a fase mineral era predominante na
formacgao 6ssea. Estudos posteriores demonstraram que os cristais
de apatita estdo localizados principalmente no interior das fibrilas,
preferencialmente nucleados a partir das regides de lacuna, formando
arranjos onde os cristais, na forma de plaquetas, estdo quase que
uniformemente empilhados ao longo do eixo da fibrila.*’** Essas
observagdes da ultraestrutura do tecido 6sseo puseram em xeque a
ideia da precipitacdo homogénea, na qual cristais seriam formados
aleatéria e espontaneamente pelo simples aumento local da
supersaturagdo, e possibilitaram o desenvolvimento do modelo de
nucleagdo heterogénea, onde a formagdo da fase mineral € controlada
pela existéncia da matriz orgénica (fibrilas de coldgeno e proteinas
ndo-colagenosas, por exemplo).*

E consenso na literatura especializada atual que a ossificagdo
¢ controlada pela matriz organica, no entanto, diferentes modelos
tém sido propostos para explicar a origem da fase mineral e o papel
do coldgeno e de diferentes biomoléculas durante o processo.**! O
panorama atual da ossificacdo € que a mineralizacdo comeca quando
precursores minerais entram nas regides de lacuna de coldgeno, a
partir do qual cristais de apatita sdo nucleados e se orientam com
seus eixos ¢ paralelos ao longo eixo das fibrilas de coldgeno.’
Esses minerais crescem fora das dimensdes de uma tnica fibrila de
coldgeno, formando um padrdo continuo de cristais intrafibrilares
e extrafibrilares.”” Todavia, a grande questdo que ainda perdura na
literatura especializada é a origem dos precursores minerais. A ideia
mais simples € a de que o coldgeno por si sé seja o protagonista no
controle da mineralizagdo, onde as regides de lacuna das fibrilas
permitem que Ca** e Pi se acumulem, atingindo a supersaturagio
necessdria para a nucleagdo de apatita.*>** Mas, evidencias
experimentais tem apontado que caminhos mais complexos possam
existir. Evidéncias experimentais tém indicado a possibilidade
de diferentes caminhos, como a nucleagdo mediada por grupos
carregados do coldgeno,** por meio de estruturas vesiculares,!#46-4
ou ainda pela participacdo de complexos proteina-mineral circulantes
no fluido extracelular.*** Além disso, grande esfor¢o tem sido
empregado na compreensdo da mineralizacdo intrafibrilar**' e
pouco ainda se sabe acerca da origem do controle na organizagao do
cristais extrafibrilares, que pode estar associado ao cardter denso da
matriz colagenosa que direciona e cria o confinamento onde ocorre
a deposi¢do dos cristais.>"

A ideia de que a formacdo da fase mineral ocorreria pela
existéncia de um precursor mineral amorfo surgiu na década de 1960,
com a andlise da composi¢@o do tecido 6sseo em diferentes estigios
de formagdo.” Esses estudos demonstraram que a ossificagdo nao
ocorria pela precipitagdo direta em apatita cristalina, mas a partir
de precursores menos soliveis que sdo consumidos a medida que o
o0sso € calcificado e sofre maturacgio. Foi proposta, entdo, a existéncia
de fosfato de célcio amorfo (ACP) como um precursor transiente
da apatita cristalina encontrada no tecido 6sseo maduro. Essa ideia
foi corroborada por estudos in vitro de precipitacio de fosfatos de

Aspectos quimicos da biomineralizacdo éssea 583

célcio em solucio, os quais mostraram que, em condicdes de pH,
temperatura e composicdo proximas as fisiolégicas, os primeiros
precipitados eram amorfos e se convertiam em apatita cristalina.**>
Analisando a composi¢do de ACP formado in vitro, Posner®
propds que ACP ¢ formado pelo arranjo de subunidades de férmula
Cay(PO,),, entidades conhecidas como clusters de Posner. Esses
clusteres seriam os precursores da formagdo de ACP. A existéncia
dos clusters de Posner foi validada com uso de técnicas avancadas
de microscopia.'®’? Sua estrutura foi revisitada como complexos de
associac@o i6nica de formula geral [Ca(HPO,);]*, refletindo que
essas entidades nao representam, de fato, uma unidade estrutural
fixa, mas que a composi¢do quimica desses blocos de constru¢do
progride gradativamente em dire¢do a do produto final (apatita).'®
Na realidade, grupos carregados da matriz organica exercem papel
fundamental na estabilizacdo dessas entidades precursoras,
diminuindo a barreira energética a ser ultrapassada para a nucleacio
de ACP e posterior evolug@o & apatita. A existéncia de intermedidrios
que precedem a formagdo de apatita vai ao encontro da ideia de que a
biomineralizacdo segue um caminho “nio-cldssico”, descrito por um
equilibrio entre o controle cinético e termodindmico do processo: a
formacio e estabilizagdo de fases precursoras termodinamicamente
favorecidas em relagdo aos fons constituintes livres, diminuindo
a barreira de energia necessdria para a nucleagdo de ACP, e por
consequéncia facilitando a formag@o final de apatita.®°' Essas
observagdes mostram que a precipitacio de fosfato de cdlcio in vitro
é controlada cineticamente, o que significa que o mineral ndo se
forma diretamente como produto termodinamicamente mais estavel
(relembre a Figura 1). Ao invés disto, o mineral precipita primeiro
como a forma cineticamente mais acessivel, neste caso ACP, que
subsequentemente se transforma na fase termodinamicamente
mais estdvel (apatita).”* A existéncia do precursor amorfo durante a
formag@o 6ssea foi demostrada in vivo, como ja observado utilizando-
se calvaria de rato'® e em cauda de peixe-zebra,*>% por exemplo. A
estratégia da natureza de usar precursores metaestdveis para controlar
a formag@o mineral é comumente encontrada na biomineralizagdo.**

Entretanto, qual a origem do precursor amorfo e qual sua relacio
com a mineralizag@o das fibrilas de coldgeno? Para responder
essa questdo, muito tem sido estudado sobre a participacdo de
proteinas ndo-colagenosas (PNC) durante o processo. PNC, como
por exemplo a osteocalcina, osteopontina e sialoproteina dssea,
sdo um dos principais componentes organicos, além do coldgeno,
encontrados no 0ss0.% Na matriz extracelular do osso, colageno € a
proteina mais abundante em termos de massa, porém em termos de
quantidades molares, PNC sdo tdo abundantes quanto, atestando que
estas exercem papel significativo na estrutura do 0ss0.% As principais
caracteristicas dessas protefnas siio o grau elevado de fosforilagdo
e a abundancia de residuos dcidos como serina, dcido aspdrtico e
dcido glutdmico.®¢” Acredita-se que a presenca dessas proteinas na
matriz extracelular possa controlar vérios aspectos da mineralizagdo,
especificamente por meio de mecanismos de inibicio e promogdo do
processo pela interagdo entre seus grupos carregados e a fase mineral
nascente.®>%” Além disso, residuos fosforilados nessas proteinas
podem atuam como motivos estruturais para a interagdo com a matriz
de coldgeno.®®% Diferentes estudos utilizando-se proteinas ndo-
colagenosas isoladas mostraram a influéncia dessas macromoléculas
no controle da formagdo de apatita in vitro. A presenca de grupos
carregados atua tanto como pontos de nucleacio pelo aumento local
de supersaturagio,” quanto como inibidor, por meio da ligagdo a
fase mineral nascente, impedindo a captagdo de fons precursores
adicionais necessérios para o crescimento do mineral.”’ Evidéncias
in vivo do papel das proteinas ndo-colagenosas durante a calcificagiio
surgem a partir da localizacdo preferencial dessas proteinas em
tecidos mineralizados e de experimentos de delecdo génica, que
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demostraram falhas na mineralizacdo devido a alteracdes na expressao
dessas proteinas. Todavia, muitas proteinas ndo-colagenosas (como
a osteopontina), exercem outras funcdes nos organismos além do
controle da calcificag@o, dificultando a interpretagdo dos resultados
observados.® Essas dificuldades tornaram necessdria a criagdo de
modelos biomiméticos simplificados para o estudo do efeito de
proteinas ndo-colagenosas durante a mineralizaco.”"

Gower et al.” desenvolveram um modelo com o uso de polimeros
negativamente carregados (acido poliaspartico, por exemplo)
para mimetizar o papel das proteinas ndo-colagenosas durante a
calcificagdo. A partir deste trabalho seminal, diferentes estudos
se dedicaram a avaliacdo do efeito de proteinas ndo-colagenosas
no controle da mineralizac@o intrafibrilar do coldgeno.””*7¢ A
mistura de Ca* e Pi promoveu a precipitacdo de ACP, precursor
de apatita, sob condi¢des iniciais especificas (pH, temperatura, e
concentracdes de Ca** e Pi).>* Porém, neste estudo, a adi¢do de um
polimero negativamente carregado a solucdo inibiu a transformacao
em apatita, devido a estabilizagdo do precursor amorfo, ACP.
A interagdo do polimero com o mineral resultou na formagdo
de um complexo negativamente carregado, capaz de interagir
eletrostaticamente com uma regiao especifica da fibrila de coldgeno,
um dominio positivamente carregado na extremidade C-terminal da
zona de lacuna, mediando assim a infiltra¢do do ACP no interior da
fibrila, que posteriormente se transforma em apatita cristalina.” A
ultraestrutura da regido de lacuna (relembre a Figura 4c) fornece
canais intermoleculares que, por efeito de confinamento, controlam e
definem o tamanho e a orientagdo dos cristais de apatita formados no
interior da fibrila.” A infiltragdo da fase precursora amorfa na fibrila
de coldgeno € resultado de um balango entre interagdes eletrostaticas
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e equilibrio osmético.”™ Apesar desse modelo in vitro permitir a
compreensdo da mineralizagdo intrafibrilar e inspirar metodologias
para o desenvolvimento de biomateriais para regeneragéo Gssea,””’s
pouco ainda se sabe acerca do que controla a organizagao dos cristais
extrafibrilares e, mais importante, a sua organizag¢do nos niveis
superiores de hierarquia da matriz 6ssea. E valido ressaltar que esse
modelo in vitro ndo implica que, in vivo, a infiltracdo de proteinas
ndo-colagenosas ocorra no interior das fibrilas de coldgeno. Na
realidade, a fibrila de coldgeno atua como uma barreira, através da
qual moléculas menores que 6 kDa podem difundir-se livremente,
enquanto moléculas maiores que 40 kDa sdo excluidas do interior
da fibrila.” Exceto no caso da osteocalcina, que por seu tamanho
de apenas 5,6 kDa, poderia ser encontrada infiltrada na regido de
lacuna da fibrila de coldgeno. Desta forma, o papel atribuido as
proteinas ndo-colagenosas seria tanto na nucleacdo (atuando como
esponjas de cdlcio, aumentando localmente a supersaturacdo) como
na estabilizagdo do precursor amorfo, permitindo sua posterior
infiltragdo no interior da fibrila, onde complexos minerais podem
difundir-se livremente.*

0 CONTROLE BIOQUIMICO DA OSSIFICACAO

fons estdo presentes em todo 0 nosso corpo, circulando pelo
fluido extracelular. A concentragdo de Ca* no meio extracelular
¢ finamente controlada pelo sistema enddcrino, que mantém seus
valores na faixa estreita de 2,2 a 2,7 mmol L'.*' J4 a concentragio
de Pi varia consideravelmente com a idade, sendo maior durante a
infincia, mas com valores na faixa de 1,12 a 1,45 mmol L na fase
adulta.®> Em termos puramente quimicos, um mineral precipitard

Figura 4. Mineralizagdo das fibrilas de coldgeno. A fibrila de coldgeno é formada por regides de sobreposi¢do e lacuna que se intercalam ao longo do eixo

da fibrila (a). ACP infiltra-se a partir das regides de lacuna da fibrila (b). A ultraestrutura da fibrila de coldgeno cria um ambiente confinado onde cristais de
apatita sdo formados a partir do ACP infiltrado, dando origem a nanocristais orientados com seus eixos c¢ paralelos ao eixo longo da fibrila de coldgeno (c-g).
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caso sua solubilidade seja excedida (condi¢do de supersaturag@o).
A concentragdo de Ca* e Pi circulantes no fluido corpéreo seria
suficiente para explicar a origem dos tecidos mineralizados. Porém,
apesar do log(K ) para apatita em condigdes fisiolégicas ser por volta
de 30 ordens de magnitude menor que o logaritmo do produto i6nico
da concentragdo de Ca* e Pi no plasma humano,® a precipitagdo
direta de apatita ou qualquer precursor metaestdvel ndo acontece em
tecidos moles sauddveis. Quando pensamos na biomineralizagio,
partindo de uma perspectiva em que a cristalizacdo € controlada
apenas pelo K, da fase mineral, nos deparamos com um paradoxo
decorrente do fino controle do equilibrio i6nico do corpo humano.
Por meio de mecanismos celulares muito rebuscados, nosso corpo
€ capaz de armazenar fons e promover a mineralizaciio de apatita
apenas em ossos e dentes, prevenindo a calcificagdo em tecidos
moles (exceto em condigdes patolégicas). Além disso, em certas
regides do corpo, como na adesdo de tenddes ao 0sso, a interface
entre tecido mineralizado e ndo-mineralizado deve ser precisamente
controlada de modo a manter a funcionalidade anatdomica. Esse
fino controle da biomineralizagao se d4 por uma cascata de eventos
espacial e temporalmente orquestrados na qual fons precursores sao
sistemicamente impedidos de precipitar como uma fase mineral
sélida, ou sdo estabilizados como fases precursoras de minerais
amorfos. Assim, a mineralizagdo ocorre localmente, apenas na matriz
extracelular de tecidos esqueléticos/dentdrios, onde o trabalho de
enzimas expressas por células osteogénicas degradam os inibidores da
mineralizagio e criam o ambiente ideal para a nucleac?o e crescimento
da fase mineral.!”

Até 0 momento, mostramos nesta revisao como as caracteristicas
da matriz extracelular (coldgeno e proteinas nao-colagenosas)
influenciam a deposicéio da fase mineral. Protefnas ndo-colagenosas
(como a osteopontina) apresentam um papel fundamental nesse
processo, seja por meio dos seus grupos carregados que atuam como
esponjas para a atra¢@o de fons precursores, ou por sua habilidade em
estabilizar o precursor amorfo e permitir a sua infiltrac@o nas fibrilas
de coldgeno. Além disso, grupos carregados existentes na fibrila de
coldgeno poderiam por si sé atuar na nucleagido da fase mineral.*
Sendo assim, caracteristicas da matriz extracelular poderiam explicar
a totalidade da existéncia de tecidos mineralizados, onde grupos
carregados criam o ambiente favordvel ao rompimento da barreira
energética da nucleacéo/crescimento da fase mineral. Todavia, além
da habilidade em secretar a matriz extracelular onde os cristais
serdo depositados, células osteogénicas devem ser capazes de criar o
ambiente favordvel ao controle da concentragao de fons precursores,
especialmente pela habilidade em remover inibidores e promover
localmente a concentragdo de fons precursores (especialmente Pi). A
mineralizacdo € restrita a locais onde células sdo capazes de expressar
coldgeno do tipo I (a matriz) e que apresentam as enzimas capazes
de remover localmente os inibidores de calcificagéo.®

O primeiro inibidor de calcifica¢o identificado foi o pirofosfato
(PPi) extracelular, ja descrito na década de 1960 como um potente
inibidor da calcificagéo.® PPi é um éster de fosfato formado por dois
mondmeros de Pi unidos por uma ligagcdo P-O-P, e esta presente no
meio extracelular em concentra¢des da ordem de 6 pmol/L. Este
atua como inibidor de mineraliza¢do por meio da complexacdo com
Ca?, reduzindo as taxas de nucleagéo e crescimento de fosfatos de
célcio.” Dessa forma, a manutengdo de uma razdo ideal Pi/PPi é
universalmente aceita como uma condi¢fio necessdria para a formacao
de mineral na matriz extracelular.®® J4 foi observado in vitro, que
diferentes razdes Pi/PPi promovem a formacao de diferentes fases
minerais. De fato, razdes em torno de 140 resultam na formacao
exclusiva de apatitas, ao passo que a reducdo desta razdo diminui a
quantidade de apatitas formadas até valores de Pi/PPi = 24, a partir
do qual observa-se a formacéo de pirofosfato de cdlcio.*” A razio Pi/
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PPi ndo foi completamente investigada em condigdes fisioldgicas,
porém, considerando que no meio extracelular podem ser encontrados
1-2 mmol/L de Pi e 1-10 umol/L de PPi, a relagio Pi/PPi resultante
giraem torno de 1000. Conforme descrito por Garimella et al.”°, uma
pequena variacdo na ordem de pmol de PPi jd € suficiente para induzir
a inibi¢do da formagao de apatita, enquanto uma variagdo de Pi da
ordem de mM € necessdria para induzir a sua formag&o. Além de PPi
ser responsavel pelo ajuste fino da mineralizagdo, fosfato também €
armazenado na forma de polifosfatos (-(Pi),"), sendo essa também
uma forma de controlar a concentragdo de Pi livres necessdrios para
a nucleagfo da fase mineral.”!

Outro potente inibidor sist€émico da mineralizagao € a fetuina-A,
uma protefna circulante com alta afinidade por Ca*, que impede o
crescimento de niicleos minerais no sangue pela mobiliza¢io desses
fons e Pi em um complexo com dimensdes coloidais que pode
chegar a 150 nm, conhecido por particulas de calciproteina.***> Uma
tnica molécula de fetuina-A pode sequestrar até 90-120 atomos de
célcio e 54-72 fons fosfato.”? Além disso, ela é abundante no tecido
dsseo, correspondendo a cerca de 25% em massa das proteinas
ndo-colagenosas.”* O processo de ossificagdo é acompanhado por
uma intensa vascularizagio do tecido nascente,'® e a observagéo de
particulas minerais oriundas da corrente sanguinea na matriz dssea
em formacao indica que as calciproteinas possam atuar como fonte
de fons precursores para a calcificagdo.!+%>

Se a nucleagdo da fase mineral € inibida de forma sistémica, a
existéncia de tecidos mineralizados indica a especializacdo celular
a um fendtipo capaz de criar o microambiente necessdrio para a
mineralizagdo da matriz extracelular. Células osteogénicas, como
os osteoblastos, além de possuirem papel na construcdo da matriz
extracelular que serd o alicerce para a deposi¢io do mineral, também
expressam uma série de enzimas capazes de remover localmente os
inibidores da mineralizagdo. Além disso, € crescente a ideia de que
as células osteogénicas controlam a deposi¢@o da fase mineral por
meio de mecanismos ainda mais rebuscados, envolvendo desde a
formacdo intracelular de precursores minerais**’*® até a liberacdo
de vesiculas extracelulares mineralizantes.”

VESICULAS DA MATRIZ DURANTE A OSSIFICACAO

As vesiculas da matriz (MVs) sdo um tipo especial de vesiculas
extracelulares apontadas como as responsdveis por desencadear
a formag@o da fase mineral na biomineralizacdo dssea. Vesiculas
extracelulares sdo estruturas liberadas por quase qualquer tipo de
célula e presentes de forma ubiqua em fluidos biol6gicos. Atualmente,
classifica-se as vesiculas extracelulares quanto a sua origem celular
em duas classes: os exossomos e as microvesiculas.'” Exossomos
tem origem intracelular a partir de brotamentos de membranas
do sistema endossomal, sendo entdo secretados apds a fusdo de
corpos multivesiculares com a membrana celular, liberando assim
as vesiculas para o meio extracelular. J4 as microvesiculas sdo
formadas a partir de brotamentos diretamente da membrana celular.
As vesiculas extracelulares tem despertado um grande interesse
devido a sua fun¢do em transportar e direcionar diferentes cargas (por
exemplo, dcidos nucléicos, lipidios e proteinas) para serem entregues
e interagir com outras células, gerando uma resposta importante
tanto para processos fisiolégicos quanto como causa/consequéncia
de desenvolvimentos patoldgicos.'” As MVs sdo microvesiculas
denominadas como “da matriz” por representarem uma classe especial
de vesiculas extracelulares encontradas interagindo especificamente
com a matriz extracelular, e com uma funcao caracteristica de induzir
mineraliza¢do.” As MVs foram pioneiramente identificadas na década
de 1960 por Anderson'’' e Bonucci'” que, utilizando microscopia
eletronica de transmissio, visualizaram estruturas vesiculares
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contendo mineral na matriz extracelular de células mineralizantes.
As MVs fornecem um microambiente apropriado para o inicio da
mineralizagdo. Todos os seus componentes, proteinas e lipidios,
desempenham papéis importantes neste processo, seja por catalisarem
reagdes ou criarem interagdes especificas que resultam na otimizagio
da formac@o da fase mineral.””'®* Além disso, sdo identificadas como
0 tinico tipo de vesicula extracelular capaz de se ligar a coldgeno.'™
Apesar dos mais de 50 anos de estudo acerca das MV, o mecanismo
pelo qual elas s@o secretadas e controlam a mineralizagdo ainda
permanece elusivo. Além disso, ainda sdo grandes os desafios para
a completa compreensdo do processo: identificar MVs in vivo,
diferencid-las de outras vesiculas extracelulares e caracterizar com
precisdo a formagdo mineral mediada por essas estruturas in vivo e
ex vivo. O rastreamento da formagao mineral tem sido especialmente
desafiador, principalmente devido a artefatos no preparo de amostras
para microscopia eletronica atribuidos a mecanismos de dissolugdo/
recristalizacdo ou remogao de precursores metaestaveis.

MVs sido isoladas a partir de tecidos biolégicos por meio de
protocolos de ultracentrifugacio, ap6s digestdo por colagenase,
que permite a obtencdo de uma fragdo rica nessas vesiculas, em
detrimento de residuos e outras vesiculas extracelulares.'® A
digestdo por colagenase ¢ o ponto chave na distingdo das MVs
de outras populagdes de vesiculas extracelulares. A partir desse
procedimento, uma populacdo de MVs € isolada e diferenciada
dos demais residuos celulares por alguns marcadores bioquimicos,
como: atividade elevada de fosfatase alcalina ndo-especifica de
tecido (TNAP); habilidade de acumular Ca** e Pi in vitro; e um
perfil proteico e lipidico caracteristico.”'®* Evidéncias descritas
na literatura indicam que MVs atuam como nanorreatores durante
a mineralizagdo éssea devido a duas caracteristicas principais: (1)
seu maquindrio enzimatico rebuscado que opera em harmonia para
controlar a relacdo Pi/PPi e (2) a formagao da fase mineral nas MVs
pode ser especificamente controlada por sua composicao lipidica/
proteica. Abordaremos na préxima se¢do o que se sabe sobre a
origem das MVs e as principiais caracteristicas do seu maquindrio
bioquimico e membrana lipidica.

BIOGENESE DAS VESICULAS DA MATRIZ

As MVs possuem didmetro que varia entre 100-300 nm e
surgem por brotamento a partir da membrana plasmatica de células
mineralizantes, como demostrado por andlises de microscopia
eletrOnica de ossos em formagdo.'” As células que secretam MVs o
fazem em seus estdgios finais de desenvolvimento. Em condrdcitos,
a biogénese das MVs coincide com a sequéncia de eventos que
conduzem a apoptose ou morte celular programada.”® Ji em
osteoblastos cultivados in vitro, observa-se que células estimuladas em
meio osteogénico (i.e. suplementado com 4cido ascérbico e alguma
fonte externa de Pi, como o beta-glicerofosfato) liberam MVs em
seus estdgios finais de maturagfo.'” Anélises de composicéo lipidica
(lipiddmica) e proteica (protedmica) identificaram semelhanca
entre a composicido das MVs e de regides especificas da membrana
celular (microvilosidades da membrana apical)'""'*® sendo, portanto,
comumente aceito que as MVs sdo liberadas por brotamento a partir
de regides especificas da membrana celular. As MVs sdo enriquecidas
em colesterol (cerca de 30% em mol), o que pode indicar a origem
dessas vesiculas a partir de regides de dominios denominados
jangadas lipidicas (do inglés, lipid rafts) da membrana celular,'® cuja
composi¢do € abundante em colesterol e esfingomielinas, e confere
grande afinidade para o recrutamento de proteinas ancoradas por
glicosilfosfatidilinositol.'” Os fatores que levam ao brotamento das
MVs, e os mecanismos intracelulares envolvidos na biogénese das
MV5s ainda estdo pouco elucidados.

Quim. Nova

VESICULAS DA MATRIZ: PAPEL DOS LIPIDIOS

A composi¢do lipidica tem papel fundamental na modulagdo da
atividade de enzimas presentes na membrana das MVs,!'*!1¢ porém
acredita-se que o seu enriquecimento em lipidios negativamente
carregados (principalmente lipidios com grupamento fosfatililserina
- PS) tenha também um papel predominante na nucleacio da
fase mineral. A ideia de que os fosfolipidios poderiam controlar
a nucleacdo da fase mineral derivou de estudos seminais sobre a
composi¢ao da matriz dssea durante a mineralizagao.''”''® Observando
que a maior parte dos fosfolipidios estavam intimamente associados &
fase mineral nascente e que uma parcela desses lipidios s6 podia ser
extraida ap6s a completa desmineralizacéo do tecido,''® foi postulado
que fosfolipidios, principalmente os dcidos (como a PS), poderiam
desempenhar um papel na ossificagdo. Cotmore at al.'*” demonstraram
uma interagdo especifica entre PS e Ca?* na presenca de Pi, formando
um complexo PS-CaPi, sendo essa a primeira evidéncia a sugerir uma
correlagio entre fosfolipidios e estabilizagdo das fases metaestdveis de
fosfato de célcio. Complexos lipideo-mineral foram posteriormente
extraidos de tecidos biolégicos'?!'? ¢ entdo identificados como uma
parte integral presente no interior das MVs.!”!1>* Atualmente sabe-se
que esses complexos PS-mineral compdem o centro nucleador das
MVs, identificado por MET como subunidades de ~1 nm de didmetro
formadas por aglomerados de Ca** e Pi intimamente associados
4 membrana.'” Espectroscopia de absor¢do no infravermelho e
3P-RMN apoiaram a conclusdo de que ACP (ou seus precursores)
seja o principal componente deste centro nucleador.!” Recentemente
demonstramos que a formacao do centro nucleador nas MVs pode
ser entendida como consequéncia do enriquecimento em PS na
membrana interna dessas vesiculas, onde nanodominios ricos em
PS sdo regides especificas para aumento local de supersaturacio
de fons precursores, levando a nucleacdo de ACP na interface pela
estabiliza¢do de complexos PS-CaPi.!?

VESICULAS DA MATRIZ: O MAQUINARIO BIOQUIMICO

Para uma descrigdo mais didatica, podemos dividir as proteinas
presentes nas MVs em duas categorias: (1) as responsdveis pela
producio e transporte de Pi e (2) as responsdveis pela captagdo de
Ca.

(1) Com relaciio a homeostase de fosfato:

(i) TNAP € uma enzima que possui atividade fosfomonohidro-
litica, ou seja, produz Pi a partir da hidrdlise de qualquer substrato
fosforilado, como por exemplo trifosfato de adenosina (ATP),
difosfato de adenosina (ADP), glicose-1-fosfato, glicose-6-fosfato,
gliceraldeidofosfato, entre outros.'” De maneira mais eficiente e
seletiva, converte PPi em duas moléculas de Pi, ou uma molécula
de ATP em Pi e ADP. A existéncia de uma enzima com atividade
fosfomonohidrolitica, capaz de produzir Pi localmente durante a
ossificacdo, foi proposta na década de 1920,* sendo posteriormente
identificada e isolada.'”® A TNAP pertence a uma familia de proteinas
com diferentes isoformas dessa enzima estdo distribuidas em quase
todos os tecidos. Em humanos, as fosfatases alcalinas sao codificadas
por quatro genes tradicionalmente nomeados referindo-se aos teci-
dos onde sdo predominantemente expressos.?® A fosfatase alcalina
ndo-especifica de tecido (TNAP) € codificada pelo gene ALPL e
expressa em maiores niveis no figado, ossos e rim, sendo por essa
razdo chamada de ndo-especifica de tecido. As outras trés isoformas
sdo tecido-especificas: a fosfatase alcalina placentdria (PLAP, gene
ALPP), de células germinativas (GCAP, gene ALPP2) e intestinal
(IAP, gene ALPI). Independentemente de sua origem, as fosfatases
alcalinas sdo enzimas constituida por duas subunidades idénticas com
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massa molecular de aproximadamente 60 kDa, contendo em cada
sitio catalitico trés fons metélicos (dois Zn** e um Mg?*), necessarios
para a atividade da enzima."** Um novo sitio ndo-catalitico que parece
ser ocupado por Ca* foi descoberto apds a resolugdo da estrutura
tridimensional da PLAP."*''32 A importancia estrutural e funcional
deste novo sitio metdlico confirma estudos anteriores que indicavam
que, em cartilagem, a fosfatase alcalina ¢ uma glicoproteina ligante
de Ca*.'3 Desde sua identificagdo, a TNAP tem sido apontada como
uma das principais enzimas responsaveis pela calcificagdo da matriz
Ossea.®® Apesar da presenga de fosfatases alcalinas em diversos tecidos
no corpo, a mineralizagdo € fisiologicamente restrita a cartilagem e
a0 0SS0, Uma vez que requer uma matriz extracelular de composicao
especifica (coldgeno) como molde para a deposi¢do de mineral, e a
expressdo conjunta de TNAP e coldgenos fibrilares ocorrem apenas
em zonas de formagdo Gssea.® Interessantemente, muitas condi¢des
patolégicas que resultam em mineralizacio extracelular de tecidos
moles envolve a ativacdo da TNAP.!*

A TNAP ¢ encontrada na superficie da membrana de células
osteogénicas e na membrana das M Vs, de forma que a sua expressao €
um marcador da diferenciagio celular para um fenétipo mineralizante.
Além disso, niveis elevados de TNAP tém sido encontrados em MVs,
atestando o papel dessa enzima na remocdo de PPi e geracdo local de
Pi para induzir a mineralizagido. Camundongos deficientes em TNAP
produzem MVs também carentes em TNAP.'* Andlises in vivo da
matriz éssea nesses animais mostram regides com mineralizacio
deficiente ao redor das MVs, devido a falha na fungéo de gerar Pi
localmente para a propagacdo da mineralizacdo.'™ Além da geracdo
local de Pi, a TNAP pode também estar envolvida na remocdo de
grupos fosfato de algumas proteinas,'**'*” como a osteopontina, sendo
capaz de modificar seu nivel de fosforilacdo e por consequéncia,
afetando seu poder inibitério durante a calcificagdo.'s”'® A habilidade
da TNAP em controlar localmente o nivel de fosforilag@o de proteinas
ndo-colagenosas impde um novo nivel de regulagao da calcificagdo."”

A importancia da TNAP no controle da biomineralizagdo ¢é
ainda evidenciada por doencas relacionadas a falha na expressao
dessa enzima, como a hipofosfatasia (HPP), que é uma doenga
Gssea hereditdria.’® A fisiopatologia da HPP se deve basicamente a
falhas da mineralizacdo de tecidos duros, o que leva ao raquitismo
ou osteomaldcia, bem como a malformagdes dentdrias. Além disso,
a mineralizag@o reduzida das costelas resulta em insuficiéncia
respiratoria grave, que € a principal causa de morte. A HPP ¢
hereditaria e recessiva, mas casos autossdmicos dominantes foram
relatados nas formas mais leves. Até o momento, um total de 335
mutagdes espalhados por todo o gene ALPL foram relatadas'’. No
entanto, a terapia de reposicao enzimatica com TNAP (sALP-FcD10,
também conhecido como ENB-0040 ou asfotase alfa) direcionada a
minerais mostrou resultados promissores e abriu um novo panorama
no tratamento dessa doenca, até entdo intratdvel. >4

(ii) A nucleosideo pirofosfatase/fosfodiesterase 1 (NPP1) pertence
a uma classe de enzimas (NPPs) expressas em diversos tecidos tais
como 0sseo, cartilaginoso e adiposo, possuindo fungdes especificas
em cada tipo tecidual/celular. Dentre as principais enzimas dessa
grande familia, destaca-se a NPP1 (ou PC-1), que ¢ uma proteina
integral de membrana,'**'** com peso molecular de aproximadamente
125 kDa e um total de 906 residuos de aminodcidos. Esta enzima se
destaca por sua capacidade de hidrolisar diversos tipos de nucleotideos
polifosforilados e de fosfodiésteres para a geracdo de PPi.'** Desta
forma, a NPP1, como a grande geradora de PPi, juntamente com a
TNAP, que controla a razao Pi/PPi no meio extracelular, possuem,
juntas, fungdes cruciais na produgdo e regulacdo das concentragdes
de Pi na regido extracelular das MVs, influenciando diretamente a
geracéo da fase mineral.'* Falhas na expressédo de NPP1 resultam
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em anormalidades relacionadas a hipermineraliza¢ido éssea e
mineralizagdo patoldgica de tecidos moles, incluindo calcificacdo
arterial.’*® Em contrapartida, a expressdo elevada de NPP1 resulta
na calcificacdo de tecidos cartilaginosos, devido a formagdo de
pirofosfato de célcio diidratado (CPPD), o que ocorre principalmente
durante o processo de envelhecimento da cartilagem do menisco
do joelho.'"7'8 A propdsito, assim como em tecidos que expressam
excesso de NPP1, a precipitacdo anormal de CPPD também tem sido
observada em associacéo com a deficiéncia de TNAP. '

(iii) A PHOSPHO1 ¢ uma fosfomonohidrolase encontrada no
interior das MVs.'* Estudos de localizagao utilizando-se anticorpos
mostraram que a PHOSPHOL1 € especificamente localizada em
regides mineralizantes do tecido esquelético.”®® Juntamente com a
TNAP, ela € considerada como uma das principais enzimas produ-
toras de Pi durante a biomineralizagdo, levando ao actimulo de Pi
no interior das MVs. Animais duplamente deficientes em TNAP e
PHOSPHO1 exibiram ablacéo completa de mineralizacdo esquelética
e letalidade perinatal.'s' Apesar das evidéncias concretas do papel da
PHOSPHOLI na ossificagdo, a via bioquimica pela qual essa enzima
ajuda na concentragéio de Pi no interior das MVs permanece obscu-
ra. A PHOSPHOL1 gera Pi através da hidrdlise de dois substratos:
fosfocolina (PC) e fosfoetanolamina (PE). Diferentes vias tém sido
propostas para a produgdo local desses substratos, seja pela agdo da
fosfolipase PLA,, da ectonucleotideo pirofosfatase/fosfodiesterase
6 (NPP6) ou de esfingomielinases (SMPD3), como recentemente
revisados.®?> Camundongos deficientes em PHOSPHO! apresen-
taram, além de ossificagdio comprometida, um niimero reduzido de
MVs, indicando que essa enzima possa também estar envolvida na
biogénese das vesiculas.'*

(iv) Transportadores de fosfato PiT-1 (SLC20A1) e PiT-2
(SLC20A2) também chamados de cotransportadores Na*/Pi do tipo
1T sdo encontrados nas MVs.'33 PiT-1 e PiT-2 foram propostos como
proteinas capazes de intermediar o carregamento de Pi extracelular
para o interior das MVs.'* O PiT-1 foi encontrado em condrdcitos
hipertréficos durante ossificagdo endocondral em camundongos,'™
evidenciando seu importante papel na regulacido das concentragoes
de Pi em ossos e cartilagens. Além disso, foi demonstrado que Pi
modula a diferenciagdo de condrdcitos e osteoblastos.'> Sugita et
al."*® sugeriu que a sintese de ATP mediada pelo transporte de Pi
para o interior das céulas via PiT-1 é fundamental para a regulagdo da
apoptose e mineraliza¢ao de condrdcitos. Lau et al.'>” demonstraram
que a atividade de co-transporte Na*/Pi através de PiT-1 estd associada
com a diferenciacdo de osteoblastos e que o aumento da concentragdo
de Pi extracelular afeta a diferenciac@o de condrécitos. Suzuki et al.'*®
também investigaram os efeitos de superexpressido de PiT-1
transgénica na razdo Ca*/Pi e metabolismo Gsseo. Ratos transgénicos
PiT-1 exibiram metabolismo mineral anormal e também redugdo da
atividade da TNAP nos osteoblastos, embora a mineralizagdo da
matriz éssea e o desenvolvimento esquelético fossem normais.'®
Ratos adultos transgénicos PiT-1 exibiram hiperfosfatemia, associada
areducdo da massa Ossea.'” Neste estudo in vitro, a superexpressio
de PiT-1 em osteoblastos levou a aumento acentuado no transporte
de Pi e regulagdo negativa da expressdo da TNAP.

(v) Finalmente uma Na,K-ATPase (NKA) também € encontrada
em membrana de MV,'® o que pode promover a mineralizacdo
por aumentar a concentracdo local de Pi e consequentemente
alterando as razdes Pi/PPi. NKA ¢ um transportador cationico ativo
encontrado na membrana celular de todos os mamiferos, atuando no
movimento de trés Na* para fora e dois K* para dentro das células,
para cada molécula de ATP hidrolisada.'®' A estrutura funcional da
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enzima € um heterodimero formado por duas subunidades alfa (o)
e beta (J3) principais. A subunidade o (110 kDa) tem dez segmentos
transmembrana e trés dominios citoplasméticos, enquanto a
subunidade (55 kDa) tem apenas um segmento transmembrana
e uma porg¢do extracelular altamente glicosilada.'*>1%® Existem 4
isoformas para as subunidades a e § que podem associar-se em
dimeros de atividade e inibi¢ao enzimadtica caracteristicas. A presenca
das isoformas al, a2, B1 e B2 foram identificadas em condrdcitos
isolados de articulagio cartilaginosa de bovinos'® e em MVs isoladas
de condrdcitos hipertréficos de fémures de embrides de frango.'>% O
fato de que nas membranas de M Vs possa haver uma forma dimérica
da NKA aliado as evidéncias de que osteoblastos sdo capazes de
mineralizar a partir da hidrélise de ATP,'” podem evidenciar um papel
importante desta enzima na biomineraliza¢do. Experimentos in vitro
em andamento em nosso laboratdrio confirmam que a NKA poderia
também atuar na producdo de Pi para auxiliar na mineralizacao.

(2) Proteinas responsaveis pela captacio de calcio

Evidéncias experimentais sugeriram que anexinas, como protei-
nas de ligagdo a Ca** e a fosfolipidios, estdo envolvidas na homeostase
de célcio das células mineralizantes e no influxo de Ca* para as
MVs 19816 Trég proteinas da familia das anexinas (AnxA2, AnxAS
e AnxA6) estdo presentes nas MVs, e apesar de ndo apresentarem
dominios peptidicos caracteristicos de protefnas transmembranas,
podem ser responsaveis pela captagdo de Ca* e levar para o interior
das vesiculas.!”!”° Dentre essas anexinas, a AnxA5, especificamente,
é uma proteina de ~35 kDa, responsavel pela formacio de canais de
Ca* pela associagdo de subunidades desta proteina tanto com a face
externa quanto interna da membrana das MVs."”' A AnxAS humana
foi a primeira a ter sua estrutura tridimensional caracterizada, a qual
revela uma molécula ligeiramente curva, constituida por quatro
repeticdes homologas constituidas por cerca de 70 aminodcidos,
formando dominios compactos de 5 a-hélices.'” Estes dominios
estdo dispostos de modo a formar um poro hidrofilico no centro
da proteina e esse poro pode apresentar funcdo de canal de Ca** na
membrana das MVs.!” A fun¢@o de canal i6nico foi reproduzida em
membranas reconstituidas in vitro de maneira semelhante a descrita
para as MVs.!”! Adi¢Ges de anticorpo anti-anexina especifico ou de
inibidor de canal de anexina K-201'"*levou a diminui¢&o do actimulo
de Ca* e redugéo da capacidade de mineralizagdo das MVs.'”>17° Além
disso, a adicdo de anexinas exdgenas (AnxA2, AnxAS e AnxA6) a
vesiculas que ndo continham anexinas e que ndo mineralizavam, foi
capaz de restaurar a sua capacidade de acumular Ca*". Bolean ef al.'”’
mostraram que proteolipossomos contendo AnxAS5 exibiram alta
afinidade de ligac@o a fibrilas de coldgeno tipo 1I, o que indica um
possivel papel desta proteina na ligagdo de MVs a matriz organica
durante a mineralizacdo. A afinidade de anexinas por sitios especificos
de ligagdo na fibrila de coldgeno tem sido relatada na literatura.'”®

Outro membro da familia das anexinas encontrado nas MVs
é a AnxA6, com ~68 kDa. Andlises bioquimicas revelaram que a
AnxAG6 esta presente em trés regides distintas nas MVs: (a) ligada a
parte externa da membrana, na presenca de Ca**; (b) localizada na
superficie interna da monocamada das membranas e (c) inserida na
bicamada hidrofébica e co-localizada com regides ricas em Chol.'”
De maneira distinta dos demais membros da familia das anexinas,
que sdo estruturalmente caracterizados pela presenga de um nicleo
altamente conservado composto por quatro dominios homélogos,'s
a AnxAG6 possui oito dominios em seu nidcleo.'®!

Um trabalho recente de Veschi et al.'”” sugeriu um possivel
mecanismo de translocagdo de AnxA6 através da membrana das
MVs. Em uma etapa inicial, as anexinas no limen de MVs ligam-se
a fosfatidilserina (PS), presente na lamela interna da bicamada das
MVs, de modo dependente de Ca**, o que desencadeia a formacéo de
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um centro nucleador com o auxilio de AnxA5 e outras proteinas.'
A AnxA6 também pode contribuir para o acimulo de Ca* criando
ambiente favordvel para a formagdo de apatita. Na etapa seguintes,
uma redugdo local do pH durante a formacdo de apatita, pode
promover a inser¢do de AnxA6 na bicamada das MVs, o que torna
a AnxA®6 resistente 2 extra¢do por EGTA.'®® A inser¢do de AnxA6
na membrana induzida por pH ligeiramente 4cido ¢ aparentemente
revertida pelo aumento do pH.'® Este fato sugere que AnxA6 poderia
ser expelida na matriz extracelular, onde o pH € neutro, ou também
poderia se ligar a PC presente na superficie das M Vs, Assim, a AnxA6,
bem como a AnxAS5, poderia contribuir para reforgar as interagdes das
MVs com as fibras de coldgeno.'”'”” Essas diferentes localizagdes
e formas de intera¢do na membrana das MVs indicam que a AnxA6
pode exercer fungdes distintas durante o processo de mineralizacdo,
entretanto até o momento essas fun¢des ndo estdo bem elucidadas.
Ainda, a capacidade da AnxA6 de transportar Ca*, como descrito
para AnxAS5, ainda néo foi descrita.!”*!7!

Osteoblastos
ou condroécitos

Mineralizagao

r o

Colageno

Figura 5. Representagdo esquemdtica do maquindrio bioquimico das MV:s.
Diferentes enzimas e proteinas atuam em harmonia de modo a controlar

> pecessdrios

localmente a razdo Pi/PPi, assim como acumular Pi e Ca
para a mineralizagdo das fibrilas de coldgeno. MVs acumulam Ca** e Pi no
seu liimen, dando origem a uma fase mineral de razdo Ca/P ~1,0, tipico da
formagdo de uma fase amorfa e desordenada.’ O mecanismo pelo qual as
MVs poderiam mediar a mineralizagdo de fibrilas de coldgeno a partir desta
fase precursora ainda permanece carente de detalhamento, no entanto, alguns
cendrios podem ser especulados: (1) as vesiculas contendo ACP poderiam
se infiltrar diretamente na matriz de coldgeno e liberar seu conteiido, por
efeito mecdnico ou por agdo de enzimas especificas' (2) a fase precursora
liberada pelas MVs poderia interagir com proteinas ndo-colagenosas (como
a osteopontina), que controlariam a infiltragdo da fase precursora no interior
das fibrilas de coldgeno. Imagem adaptada da referéncia.”

VESICULAS DA MATRIZ: MODELOS MIMETICOS

A complexidade funcional, estrutural e composicional das MVs
impde aos pesquisadores a utilizagdo de modelos simplificados que
sejam capazes de mimetizar parcialmente sua composi¢ao, morfolo-
gia e estrutura, a fim de se explorar as fungdes especificas dos seus
constituintes. Lipidios de membrana, que sio intrinsicamente insold-
veis em meio aquoso na sua forma monomérica, se auto-organizam
espontaneamente de modo a formar particulas multilamelares em
meio aquoso. Para formar vesiculas unilamelares (i.e., vesiculas
contendo uma unica bicamada concéntrica, semelhante as mem-
branas naturais), as vesiculas multilamelares podem ser sonicadas
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ou extrusadas até atingirem dimensdes manométricas.'®” Essas ve-
siculas unilamelares sdo comumente chamadas de lipossomos. Em
nosso grupo, propomos uma abordagem biomimética com o uso de
proteolipossomos para reconstruir in vitro a fungdo de diferentes
enzimas/proteinas presentes nas MVs. Proteolipossomos lipossomos
nos quais proteinas sdo incorporadas de modo a reconstituir in vitro
suas funcionalidades.'®® Essas vesiculas sintéticas criam um modelo
biomimeético capaz de imitar a estrutura organizacional e a fungao das
biomembranas, tornando essas estruturas um modelo experimental
vantajoso e conveniente para ajudar no avango da compreensdo da
calcificacdo mediada por MVs.”!87 Os proteolipossomos sdo faceis
de preparar e podem ser fabricados usando diferentes métodos, com
um fino controle da composicio lipidica e proteica da membrana e dos
eletrdlitos presentes, representando assim um modelo experimental
conveniente para reproduzir algumas caracteristicas essenciais do
processo de biomineralizacio.

Uma das enzimas que temos dedicado aten¢do especial quanto a
sua reconstitui¢do em proteolipossomos € a TNAP. Como estabelecido
por nosso grupo, uma vez isolada, a TNAP pode ser subsequentemente
reconstituida na bicamada lipidica de lipossomos pelo uso da dncora
de glicofosfatidilinositol (GPI) da enzima.''*'* Um ponto relevante
a ser observado € que a enzima ligada a lipossomos mantém a
capacidade de hidrolisar diferentes substratos, tais como ATP, ADP,
AMP, PPi e p-nitrofenilfosfato.'*!* O microambiente experimentado
por uma enzima reconstituida em membrana mimetiza a interagio
com lipidios, acesso a substratos, inibidores e moduladores de uma
maneira mais fisiolégica do que em solucdo. Os proteolipossomos
contendo TNAP possuem tamanho na faixa de 100 a 200 nm,'!¥
compardvel ao tamanho médio de uma MV nativa.'* Imagens obtidas
por MET mostraram que a reconstitui¢cdo da enzima ndo afetou a
morfologia dos lipossomos.'* Garcia et al.'® demonstraram que a
porcao proteica da TNAP estd provavelmente proxima da superficie
da membrana, sugerindo que a modulagdo da atividade da TNAP
pode estar relacionada com a proximidade e a composigio lipidica das
vesiculas. De fato, Bolean et al.!'? e Favarin et al.!'2!%° demonstraram
que as propriedades cataliticas da TNAP variam dependendo
do microambiente lipidico onde a enzima se encontra. Estudos
que combinaram os fosfolipidios 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-
fosfocolina (DPPC) e 1,2-dioleoil-sn-glicero-3-fosfocolina (DOPC),
associados ou nao a diferentes esterdis, mostraram maior afinidade
da TNAP pela monocamada lipidica saturada, refletida na sua maior
incorporagdo nos lipossomos.''>'* Além disso, proteolipossomos
compostos por DPPC:Chol propagaram a deposi¢io de mineral mais
eficientemente quando comparados com a composi¢ao DOPC:Chol,
mostrando que a mobilidade e o grau de empacotamento lipidico
sdo chave para que o processo de deposi¢do de fosfato de célcio
ocorra apropriadamente.’>'¥ Ensaios de mineralizag¢do in vitro
demostraram que proteolipossomos contendo TNAP sdo capazes de
induzir a mineralizagdo in vitro mesmo na auséncia de nucleadores,
mostrando que o microambiente lipidico € essencial para a indugdo
e propagacio do mineral fosfato.'” Esse processo ¢ ainda controlado
pela presenca de esteréis na composicdo dos proteolipossomos,
mostrando a importancia da fluidez da membrana lipidica também
na propagacio do mineral.''?

Proteolipossomos construidos por lipidios presentes nos lipid
rafts, como Chol, SM e gangliosideo GM1 (lipideo comumente
encontrado nestes dominios com muita afinidade para Chol), nos
quais as MVs sdo enriquecidas, foram utilizados na investigacdo
de interagdes com TNAP. A andlise calorimétrica dos lipossomos
e proteolipossomos indicou segregacio lateral de fase somente em
presenca de Chol, com a formagdo de microdominios ricos neste
lipideo.'>"141% O aumento gradual na complexidade das vesiculas
diminuiu a atividade da TNAP incorporada, e a presenca da enzima
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também alterou a temperatura de transi¢do de fase dos lipidios
nas vesiculas.!'>!!* Esses estudos mostram a versatilidade dos
proteolipossomos como modelos miméticos, por meio dos quais pode-
se inferir sobre aspectos funcionais da TNAP, além de pardmetros
que favorecem a sua incorporagdo na membrana. Associadas as
caracteristicas biofisicas da membrana (fluidez e presenca de
microdominios, por exemplo), esses modelos consistem ainda de
importante ferramenta para a compreensdo da biogénese das MVs.

Além da TNAP, outras proteinas importantes no processo de
biomineralizagdo mediada por MVs tem sido estudada com o uso
de proteolipossomos, como a NKA! e a NPP1.'* Simdo et al.'#
descreveram a producdo e caracterizacdo de proteolipossomos
contendo além de TNAP, a enzima NPP1, mostrando a inter-relacao
entre essas enzimas na utilizagao de substratos fisioldgicos como um
meio de compreender a interagdo mais complexa dessas enzimas em
MVs. Os estudos de reconstituigdo de fungdo de enzimas relevantes
ao processo de biomineralizag¢ao foram posteriormente validados com
uso de MVs nativas,'> demonstrando que tanto a cooperatividade
quanto a competicdo entre diferentes enzimas reguladoras de Pi
(TNAP, NPP1 ¢ PHOSPHOI1) fornecem um nivel adicional de
regulacdo do fluxo de metabdlitos para o controle do processo de
mineralizacdo.

Por fim, outra classe de proteina que tem sido explorada na
reconstituicdo em proteolipossomos sdio as anexinas.'7177:179192 A
associacdo entre AnxA5 e TNAP foi estudada em proteolipossomos
formados por DPPC e DPPS, de modo a determinar se a presenga de
AnxAS afeta os parametros cinéticos da TNAP. A melhor eficiéncia
catalitica foi obtida em proteolipossomos de DPPC:DPPS contendo
AnxAS, condigdes que aumentaram a especificidade da hidrélise de
PPi pela TNAP, quando comparada a hidrélise de ATP.' Além disso,
AnxAS5 foi capaz de mediar o influxo de Ca** em proteolipossomos
de DPPC puro e DPPC:DPPS, em concentragdes fisioldgicas de
Ca® (~2 mM), processo esse que nao foi afetado pela presenca
de TNAP.'” Estes resultados atestaram que o sinergismo entre
diferentes componentes das MVs pode ser mimetizado com o uso
de proteolipossomos de modo a delinear fatores que otimizam a
fungdo de proteinas.

Estudos topograficos de vesiculas lipidicas por microscopia de
forca atomica (AFM), em modo contato intermitente, possibilitam
a visualiza¢do de mudancas estruturais ocasionadas por alteragcdes
na fluidez da membrana, que resultaram na formagdo de dominios
lateralmente segregados na presenca das proteinas AnxAS5, TNAP'?
e AnxA6.'” Imagens de contraste de fase, revelaram a presenga de
protrusdes com propriedades visco-eldsticas distintas, sugerindo
que a presenga das proteinas induz alteragdes locais na fluidez da
membrana. Dominios mais complexos foram observados quando
ambas as proteinas, TNAP e AnxAS, estavam presentes nas vesiculas,
destacando a importincia da AFM na caracterizagdo dos modelos
miméticos de MVs.!*? Tais proteolipossomos foram capazes de se
ligar a matrizes de coldgeno, porém com afinidade reduzida em
presenga de TNAP, mimetizando a funcdo das MVs no momento de
ancoragem a matriz extracelular colagenosa.'””!%

Proteolipossomos também sdo tteis para estudos funcionais
decorrentes de alteragdes estruturais de proteinas. Mutagdes na TNAP
associadas a doengas, como as encontradas na HPP,'* podem ser
minunciosamente estudadas quando presente em sistemas-modelo
vesiculares que imitam apropriadamente o ambiente biolégico in
vivo da enzima. Considerando que as vesiculas artificiais mimetizam
adequadamente o comportamento cinético de enzimas no ambiente
de MVs naturais, estas podem ser usadas para a triagem de pequenos
compostos moleculares capazes de modular a atividade de enzimas
com potencial terapéutico.'**' Desta forma, ressalta-se a importancia
da elucidaco de interagcdes moleculares referentes as propriedades
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fisicas, organizagéo lateral de fase, propriedades cinéticas de enzimas
e interagdes lipideo-lipideo, lipideo-proteina e proteina-proteina
para a modulag@o da deposi¢do de mineral. Proteolipossomos como
modelos biomiméticos de MVs contendo composig¢des lipidicas e
proteicas variadas certamente ajudardo a elucidar interagdes ainda
mais especificas em estudos posteriores, desvendando os mecanismos
complexos envolvidos nos processos de mineraliza¢do fisiolégicos
e patolégicos.

De maneira complementar, monocamadas de Langmuir e Filmes
de Langmuir-Blodgett (LB) podem ser utilizados como modelos
miméticos de MVs. Apesar de ndo mimetizarem a geometria dessas
vesiculas, os filmes de Langmuir sdo tteis para determinacio de
parimetros termodindmicos de interacdo lipideo-lipideo e lipideo-
proteina, como energia livre e drea de excesso, pressao de exclusio e
fatores de compressibilidade isotérmicos.!”® Ainda, fatores que regulem
a atividade de enzimas importantes para o processo de mineralizacdo
relacionados a composicio das monocamadas, e também investigaciao
da composicdo da fase mineral, podem ser investigados com
técnicas acopladas a cuba de Langmuir. Recentemente, nosso grupo
desenvolveu metodologia para acompanhar de maneira simultdnea
a inser¢do de TNAP em monocamadas contendo DPPC e Chol e
mudangcas na atividade da enzima.'”” Para isso, um espectrofotometro
UV-Vis portatil operado por fibra 6ptica foi acoplado ao um
equipamento de tensdo superficial dindmica pelo método da gota
pendente. Aumento na atividade da enzima foi observado com
aumento do empacotamento lipidico na interface liquido-ar.'”
Utilizando-se cuba de Langmuir, filmes LB compostos por 4cido
dimiristoilfosfatitico (DMPA) e TNAP foram transferidos para
suportes de titdnio.” A atividade da enzima foi mantida nesses
filmes, que foram capazes de propagar mineralizagio de apatita e
representam uma alternativa de recobrimentos biomiméticos para
implantes.?” Derradi et al.'"" utilizaram monocamadas de Langmuir
contendo DPPC e Chol para estudos da modulacdo da atividade
enzimdtica da TNAP. Recentemente, Cruz et al. acompanharam a
mineralizac@o in situ a partir de monocamadas de Langmuir contendo
DPPC e DPPC:DPPS, utilizando-se espectroscopia de infravermelho
acoplada a cuba de Langmuir (PM-IRRAS).!?* A fase mineral foi
caracterizada ap6s transferéncia a suportes sélidos por MET e FTIR.
Resultados compardveis a mineraliza¢do de monocamadas compostas
por lipidios isolados de MVs nativas foram obtidos apenas em
presenga de DPPS, evidenciando a papel primordial deste lipideo na
indugdo de mineralizagdo.

PERSPECTIVAS

A formagao de tecidos mineralizados € um processo rebuscado
que envolve uma série de eventos celulares temporal e espacialmente
regulados para construir a matriz extracelular e controlar a deposicao
da fase mineral. Fibrilas de coldgeno mineralizadas sdo o bloco
construtor da matriz dssea/dentdria, que se auto-organiza de forma
multiescalar, gerando um material compésito de hierarquia e
propriedades tnicas. Um dos grandes desafios atuais da ciéncia
de materiais ¢é sintetizar, in vitro, materiais que reproduzam com
fidelidade a estrutura e composi¢do da matriz mineralizada.?!>*
Todavia, a compreensdo em detalhes desses processos € uma
ferramenta primordial para a translagdo da ciéncia bdsica a
aplicacdo tecnoldgica. MVs nativas e proteolipossomos podem ser
potencialmente utilizados como agentes terapéuticos em patologias
relacionadas a perda 6ssea.’® A habilidade inerente desses materiais
de controlar a deposicio da fase mineral em diferentes niveis pode
superar limita¢des e riscos associados as abordagens de terapia celular.
Desta forma, a caracterizac¢@o do processo de comunicagdo mediada
por vesiculas no microambiente dsseo pode fornecer informagdes
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relativas a complexidade do desenvolvimento e manutengiio éssea.
Assim, estudos futuros sobre a biogénese, absor¢ao e composicio de
MVs, poderdo desvelar biomarcadores e auxiliar no desenvolvimento
de novos materiais osteoindutores e osteocondutores, regeneradores
ou aceleradores do processo de biomineralizagdo. A compreensdo
dos mecanismos moleculares que levam a biomineralizagdo poderdo
ainda resultar em materiais para tratamento de uma ampla variedade
de patologias relacionadas a mineralizacdo ectdpica.
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