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RESUMO

CALIXTO, RD. Efeito do secretoma presente no meio condicionado por células-tronco
mesenquimais que superexpressam BMP-9 na diferenciagdo osteobléstica e no reparo de
defeitos de calvaria de camundongos. 2023. 89p. Dissertacdo — Faculdade de Odontologia de
Ribeirdo Preto, Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo Preto, 2023.

A terapia cell-free utilizando o secretoma celular presente no meio condicionado (CM) por
células-tronco mesenquimais (MSCs) vem sendo relatadas na literatura cientifica como uma
estratégia terapéutica promissora no campo da medicina regenerativa com vistas ao reparo do
tecido 0sseo. Este secretoma consiste num conjunto de fatores e moléculas secretadas para o
espaco extracelular, o qual permite a comunicacdo celular, a regulacédo bioldgica e a modulagéo
das diversas condicdes fisioldgicas teciduais. Dentre as moléculas secretadas, esta a proteina
Ossea morfogenética 9 (BMP-9), importante componente de tecidos 6sseos endocondrais e
intramembranosos, relatadas como uma das mais osteoprogenitoras da familia das BMPs.
Partindo disso, este estudo teve como objetivo investigar o potencial do secretoma presente no
CM por células MSCs editadas geneticamente para superexpressao da proteina BMP-9 (CM-
MSCsBMP9) na inducio da diferenciacio osteoblastica in vitro de MSCs primarias e no reparo
0sseo in vivo em defeitos criticos criados na calvaria de camundongos. MSCs foram obtidas da
medula éssea (MO) de camundongos machos da linhagem C57BL/6 de 8 semanas da idade e
passaram pelo processo de edi¢cdo génica por meio da técnica de CRISPR-Cas9, sendo que um
grupo foi infectado apenas com o vetor vazio (MSCs"PR) enquanto o outro grupo recebeu a
combinacdo da endonuclease SP-dCas9-VPR mais 0 RNA guia customizado para a
superexpressdo de BMP-9 com repérter GFP positivo (MSCsEMP9). Ap6s a confirmagcéo da
efetividade desse processo por meio na analise da expressdo génica de Bmp-9 pela técnica de
PCR em tempo real e a marcacao positiva de GFP por citometria de fluxo, essas células foram
utilizadas para o obtencdo dos CMs em diferentes tempos. Confirmou-se por meio de teste
imunoenzimatico de ELISA a presenca secretada de BMP-9 nos CMs coletados, sendo que seu
maior pico de expressdo se deu apo6s 1 hora de cultura sem a presenca do soro fetal bovino
(SFB), periodo de eleicdo do CM a ser utilizado nos experimentos seguintes. Para avaliacdo do
efeito dos CMs sobre a diferenciacdo osteoblastica de MSCs, as células foram crescidas em
contato com o meio condicionado por MSCsY"R (CM-MSCsY™R) e por MSCsBMP® (CM-
MSCsBMP9) na proporgdo 1:1 com o meio de crescimento ndo indutor fresco (MEM 20%)
sempre nas ultimas 48 horas que antecediam o experimento a ser realizado. Avaliou-se a

capacidade de migracédo celular pelo método scratch, a viabilidade celular por meio de ensaio



colorimétrico de MTT, a expressdo génica de marcadores 6sseos (Runx2, Alp e Opn) por PCR
em tempo real, a expressdo proteica de marcadores 6sseos (RUNX2, ALP e OPN) por western
blot e a atividade fenotipica de ALP in situ pelo método Fast Red. Foi perceptivel o efeito
positivo de CM-MSCsBMP-® sobre a diferenciagdo osteobléstica de MSCs, o qual foi capaz de
induzir um perfil osteoblastico fenotipico in vitro. Ja para a avaliacdo do efeito dos CMs sobre
0 reparo 0sseo, uma semana apos a criacdo de defeitos criticos de 4 mm criados em calotas
cranianas de camundongos, fez-se o tratamento dos defeitos pela injecdo de um volume de 25
uL de CM-MSCsYPR e CM-MSCsBMP-®, Quatro semanas apos o tratamento, percebeu-se por
meio das reconstrugdes tridimensionais da analise morfométrica de uCT, que o tratamento com
CM-MSCsBMP0 favoreceu a regenerago do tecido 6sseo comparado aos defeitos tratados com
CM-MSCsVPR e os animais que néo foram submetidos a nenhum tratamento, gerando um maior
volume 6sseo, porcentagem de volume dsseo, superficie 6ssea e um maior nimero de trabéculas
no tecido Gsseo in vivo. Esses dados foram corroborados pela analise histoldgica, mostrando
que as MSCs editadas geneticamente para superexpressdo de BMP-9 foram capaz de formar
um tecido 6sseo com qualidade semelhante ao 0sso nativo, sem indicadores inflamatorios.
Além disso, também observamos que o tratamento com CM-MSCsBMP® favoreceu a
regeneracdo do tecido dsseo frente a defeitos tratados com MSCsBMP, Por fim, este estudo
mostrou que 0 CM-MSCsBM possui alto potencial osteogénico e osteoindutor, sendo uma
metodologia interessante para a aplicacéo clinica no campo da Odontologia e Medicina, na qual,
além de suas vantagens a nivel molecular para o reparo do tecido 6sseo de sitios desafiadores,
possui baixo custo da producdo e a possibilidade da realizacdo de uma terapia guiada para

efeitos terapéuticos especificos.

PALAVRAS-CHAVE: Célula-tronco Mesenquimal; Edicdo Génica; Osteoblasto; Proteina

Morfogenética Ossea 9; Regeneracio Ossea; Secretoma Celular.



ABSTRACT

CALIXTO, RD. Effect of the secretome present in the conditioned medium of
mesenchymal stem cells overexpressing BMP-9 on osteoblast differentiation and bone
rapair of mouse calvarial defects. 2023. 89p. Dissertacdo — Faculdade de Odontologia de
Ribeirdo Preto, Universidade de S&o Paulo, Ribeiréo Preto, 2023.

Cell-free therapy using the cellular secretome present in the conditioned medium (CM) of
mesenchymal stem cells (MSCs) has been reported in the scientific literature as a promising
therapeutic strategy in the field of regenerative medicine with a view to repairing bone tissue.
This secretome consists of a set of factors and molecules secreted into the extracellular space,
which allows cell communication, biological regulation and modulation of various tissue
physiological conditions. Among one of the secreted molecules is the bone morphogenetic
protein 9 (BMP-9), important components of endochondral and intramembranous bone tissues,
reported as one of the most osteoprogenitor of the BMPs family. Based on this, this study aimed
to investigate the potential of the cellular secretome present in the CM by genetically edited
MSCs cells for overexpression of the BMP-9 protein in inducing osteoblastic differentiation in
vitro of primary MSCs and in vivo bone repair in critical defects created in the mouse calvarial.
MSCs were obtained from the bone marrow of 8-week-old male C57BL/6 mice and underwent
the gene editing process using the CRISPR-Cas9 technique, with one group infected only with
the empty vector (MSCsY"R) while the other group received the combination of SP-dCas9-VPR
endonuclease plus the customized guide RNA for the overexpression of BMP-9 with positive
GFP reporter (MSCsBMP9). After confirming the effectiveness of this process through the
analysis of the gene expression of Bmp-9 by the PCR technique in real time and the positive
labeling of GFP by flow cytometry, these cells were used to obtain the CM in different times.
The secreted presence of BMP-9 in the collected CMs was confirmed by means of an ELISA
immunoenzymatic test, and its highest expression peak occurred after 1 hour of culture without
the presence of fetal bovine serum (FBS), the period of election of the CM to be used in the
following experiments. To evaluate the effect of CMs on the osteoblastic differentiation of
MSCs, the cells were grown in contact with the CM by MSCs'PR (CM-MSCsV"R) and by
MSCsBMP-® (CM-MSCsBMP9) in the proportion 1:1 with fresh non-inducing growth medium
(MEM 20%) always in the last 48 hours before the experiment to be carried out. Cell migration
capacity was evaluated by the scratch method, cell viability by MTT colorimetric assay, gene
expression of bone markers (Runx2, Alp and Opn) by real-time PCR, protein expression of bone
markers (RUNX2, ALP and OPN) by western blot and the phenotypic activity of ALP in situ
by the Fast Red method. The positive effect of CM-MSCsBMP-9 on osteoblastic differentiation



of MSCs was noticeable, which was able to induce a phenotypic osteoblastic profile in vitro.
As for the evaluation of the effect of CMs on bone repair, one week after the creation of critical
defects of 4 mm created in the mouse calvarial, the defects were treated by injecting a volume
of 25 uL of CM-MSCsYPR and CM-MSCsBMP°. Four weeks after the treatment, it was noticed
through the three-dimensional reconstructions of the morphometric analysis of uCT, that the
treatment with CM-MSCsBMP® favored the repair of the bone tissue compared to the defects
treated with CM-MSCs"PR and the animals that were not submitted to no treatment, generating
a greater bone volume, percentage of bone volume, bone surface and a greater trabecular
number in bone tissue in vivo. These data were corroborated by histological analysis, showing
that MSCs genetically edited for BMP-9 overexpression were able to form bone tissue with
similar quality to native bone, without inflammatory indicators. Furthermore, we also observed
that treatment with CM-MSCsBMP-° favored bone tissue repair in comparison of defects treated
with MSCsBMP®, Finally, this study showed that CM-MSCsBMP has a high osteogenic and
osteoinductive potential, being an interesting methodology for clinical application in the field
of Dentistry and Medicine, in which, in addition to its advantages at the molecular level for
tissue repair challenging sites, has low production cost and the possibility of carrying out a

guided therapy for specific therapeutic effects.

KEYWORDS: Mesenchymal Stem Cells; Genetic Edition; Osteoblast; Bone Morphogenetic

Protein 9; Bone Regeneration; Cellular Secretoma.
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Eficiéncia da edigdo génica de MSCs imortalizadas para a
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condicionado. Imagens de microscopia de luz de A) MSCsVPR e B)
MSCsBMP9 na passagem 16, apds coleta do meio condicionado em
1 hora sem soro fetal bovino. C) Avaliacdo da marcacdo GFP
positiva em MSCsBMP® por microscopia de fluorescéncia. D)
Expressdo génica de Bmp-9 aos 3 dias de cultura em meio de
crescimento ndo-indutor de diferenciacdo MEM 20%. D) Expresséo
proteica de BMP-9 no CM-MSCsBMP® apés culturaem 1, 2, 4, 8 e
24 horas sem a presenca do soro fetal bovino. Dados numéricos
apresentados como media e desvio padrdo. Asteriscos (*) indicam
diferencas estatisticamente significantes (p <0,05) ......cccccevvvevvvenenne.

Efeito de CM-MSCsYPR e CM-MSCsBMP-? sobre a migracéo e
viabilidade de MSCs primarias. A) Representacdo visual da
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celular em 6, 24, 48, 72 e 96 horas na presenca do meio
condicionante. C) Analise da viabilidade celular em 24, 48 e 72
horas na presenca do meio condicionante. Dados numéricos
apresentados como media e desvio padrdo. Asteriscos (*) indicam
diferencas estatisticamente significantes (p < 0,05). Barra de escala:
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Efeito de CM-MSCsVPR e CM-MSCsBMP- sobre a diferenciagéo
osteoblastica de MSCs primarias. A) Expressdo génica de Runx2.
B) Expressao proteica de RUNX2. C) Expressao génica de Alp. D)
Expressdo proteica de ALP. E) Atividade de ALP in situ. F)
Expressdo génica de Opn. G) Expressdo proteica de OPN. As
expressdes génicas foram avaliadas aos 5 e 7 dias e a expressao
proteica e atividade de ALP in situ, aos 10 dias de cultura. Dados
numericos apresentados como média e desvio padrao. Asteriscos (*)
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Efeito de CM-MSCsVPR e CM-MSCsBMP-? sobre o reparo 6sseo
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Defeitos de calvaria tratados com CM-MSCsY"R. C) Defeitos de
calvéria tratados com CM-MSCsBMP-°. D) Pardmetro morfométrico
de volume 6sseo (BV). E) Porcentagem de volume 6sseo (BV/TV).
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CM-MSCsYPR. L e O) Defeitos tratados com CM-MSCsBMP9. Ag
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Figura 5:

Figura 6:

correspondem as regides definidas pelos quadrados com bordas
continuas nas imagens J-L. O inset presente na imagem O
representa o quadrado com bordas tracejadas na figura L. Barra de
escala: J-L: 2,25 mm; M-O: 100 um; O (inset): 50 pm.
Representacdo: ct: tecido conjuntivo, ob: osteoblasto, ot: ostedcito,
cl: linha cimentante, Ib: osso lamelar, ib: osso imaturo e bv: vaso
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Efeito de MSCsBMP-9 @ CM-MSCsBMP-9 sobre o reparo 6sseo de
defeitos criados em calvérias de camundongos. A) Reconstrugédo
3D de defeitos de calvéria tratados com MSCsBMP°, B) Defeitos de
calvaria tratados com CM-MSCsBMP, C) Pardmetro morfométrico
de volume 6sseo (BV). D) Porcentagem de volume 6sseo (BV/TV).
E) Superficie 6ssea (BS). F) Espessura trabecular (Th.Th). G)
Numero de trabéculas (Th.N). H) Separacdo trabecular (Tb.S).
Dados numéricos apresentados como média e desvio padrao.
Asteriscos (*) indicam diferencas estatisticamente significantes (p <
0,05). Barra de escala: A-C = 1mm. | e K) Imagens histoldgicas de
microscopia de luz dos defeitos tratados com MSCsEMP®, J e L)
Defeitos tratados com CM-MSCsEBMP°. As micrografias de maior
aumento representadas nas imagens K-L correspondem as regifes
definidas pelos quadrados com bordas continuas nas imagens 1-J. O
inset presente nas imagens K-L representa 0s quadrados com bordas
tracejadas nas figuras 1-J. Barra de escala: 1-J: 2,25 mm; K-L: 100
um; K-L (inset): 50 um. Representacdo: ob: osteoblasto, ot:
ostedcito, cl: linha cimentante, Ib: osso lamelar e bv: vaso
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Citometria de fluxo. Confirmagdo da presenga do RNA guia em
MSCsVPR (tubo 001, passagem 16) e MSCsBMP9 (tubo002,
passagem 16) aos 3 dias de cultura em meio de crescimento nao
indutor MEM 20% por meio da analise de marcacdo GFP positivo ..
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1 INTRODUCAO

Com o aumento da expectativa de vida da populacdo, estima-se uma elevacdo do
numero de intercorréncias que comprometem o tecido 6sseo. Doengas como artrite e cancer,
além de traumas, podem gerar defeitos no esqueleto, exigindo procedimentos cirdrgicos para o
reparo e/ou substituicdo do tecido lesionado (BIANCO et al., 2008; BRYDONE et al., 2010;
WALMSLEY et al., 2016). Sabe-se que o tecido Gsseo apresenta grande capacidade de
regeneracdo quando danificado; no entanto, esta capacidade é prejudicada ou perdida,
dependendo das dimensfes do defeito 6sseo e/ou da presenca de doencgas sistémicas, como a
osteoporose e a osteoartrite ( WALMSLEY et al., 2016).

Levantamentos recentes mostram que o mercado global de implantes ortopédicos foi
avaliado em mais de 47 milhGes de dolares no ano de 2022. Estima-se que esse mercado chegara
a mais de 73 milhdes no ano de 2032, devido aos avangos tecnoldgicos que buscam tratamentos
mais eficazes, além do aumento da populagdo geriatrica que é propensa a desenvolver as
maiores porcentagens dos problemas ortopédicos (SWAPNA; ONKAR, 2023). Até o presente
momento, o0s tratamentos disponiveis para essas situa¢fes, como autoenxertos, aloenxertos ou
enxertos Gsseos sintéticos, tém disponibilidade limitada, provocam efeitos adversos ou
apresentam baixa eficiéncia e, por isso, novas estratégias para o tratamento de defeitos 6sseos
tém sido investigadas pela comunidade cientifica. Considerando esse contexto, as estratégias
de engenharia de tecidos e terapia celular utilizam biomateriais e células para induzir o reparo
0sseo e, dentre essas Ultimas, as células-tronco mesenquimais (MSCs) tém sido as mais
estudadas (BELOTI et al., 2012; SANTOS et al., 2015; FERRAZ et al. al., 2017; FREITAS et
al., 2017; ALMEIDA et al., 2019; FREITAS et al., 2019a; FREITAS et al., 2019b; FREITAS
etal., 2021; ADOLPHO et al., 2022; TOTOLI et al., 2023).

As MSCs multipotentes obtidas de roedores adultos tém sido empregadas em modelos
de reparo de tecidos bem estabelecidos na literatura; no entanto; sua disponibilidade e
plasticidade também sdo limitadas (LESSA et al., 2012). Presentes em tecidos como a medula
0ssea, tecido adiposo, polpa dental, dentre outros, essas células possuem propriedades
imunomoduladoras induzidas por citocinas inflamatdrias no microambiente tecidual, além da
liberacdo de diversas moléculas (TRAPANI et al., 2016; MERIMI et al., 2021). Estudos
mostram que celulas injetadas em defeitos sdo tecido-dependentes, apresentando acdo paracrina
frente ao processo de regeneragéo tecidual (BLABER et al., 2012). Por liberarem diversos
fatores tréficos, citocinas e fatores antioxidantes por meio de seu secretoma, as MSCs sdo
capazes de modular a resposta imune e anti-inflamatéria e contribuir para a regeneracdo do

tecido 6sseo (IONESCU et al., 2012; YANG et al., 2013; GUGLIANDOLDO et al., 2021).
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O secretoma celular é definido como um conjunto especifico de citocinas, fatores de
crescimento, quimiocinas, proteinas e vesiculas extracelulares, o qual, secretado no espago
extracelular, permite a comunicacéo celular e pode ser regulado pelas condicdes fisioldgicas
locais (BEER et al., 2017; VIZOSO et al., 2017; HAMLET et al., 2019; BERGER et al., 2021).
Podendo ser encontrado no meio condicionado por células (CM), recentemente, pesquisadores
tém investigado o uso do secretoma de MSCs por meio de inje¢des locais como uma estratégia
terapéutica eficaz no campo da medicina regenerativa, técnica totalmente livre de células
(MAGUIRE et al., 2013; OSUGI et al., 2012). O uso do secretoma oferece diversas vantagens,
dentre elas destaca-se a seguranca e o controle de aplicagéo terapéutica, armazenamento sem a
necessidade de criopreservantes que podem ser citotoxicos, producdo em massa sob condigdes
controladas pelo laboratorio produtor. Além disso, o secretoma pode ser facilmente modificado
para efeitos terapéuticos especificos e desejaveis com o auxilio de ferramentas de edicao génica
que permitem modular a expressdo de moléculas de interesse (FAMIAN; SAHEB;
MONTASERI, 2017; BAR; LIS-NAWARA; GRELEWSKI, 2021; GUGLIANDOLDO et al.,
2021). Varios estudos mostraram efeitos positivos do secretoma, como no reparo de tecido
cardiaco danificado (MIROTSOU et al., 2011; TIMMERS et al., 2011), na melhora da funcéo
renal frente a doenca renal cronica (VAN KOPPEN et al., 2012) e até mesmo na cicatrizagao
de feridas de tecidos moles (CHEN et al., 2008; WALTER et al., 2010). Além disso, foram
demonstrados efeitos positivos do secretoma de MSCs derivadas da medula 6ssea ou tecido
adiposo no reparo do tecido 6sseo (LINERO; CHAPARRO, 2014; OSUGI et al., 2012;
CHANG et al., 2015; TSUCHIYA et al., 2015).

Fraturas e defeitos Osseos de tamanho critico, mesmo em condi¢cBes saudaveis,
possuem limitacdo em seu processo de reparo, com vascularizagdo reduzida ou interrompida,
além de namero insuficiente de células progenitoras (HOLMES, 2017). Os mecanismos
envolvidos no reparo 6sseo sdo complexos e envolvem uma etapa inflamatéria inicial, seguida
da formacdo de um hematoma, recrutamento de células progenitoras, formacdo do calo
intermediario, maturacéo do calo e a remodelacéo final do calo para formacéo de um tecido
0sseo bem arquitetado e com alta qualidade (HO-SHUI-LING et al., 2018). Dentre essas
diferentes fases, sabe-se que a secre¢do de mediadores, dentre eles o fator de crescimento
transformante beta — TGF-f e as proteina morfogenéticas 6sseas — BMPs, sdo essenciais para o
equilibrio da resposta inflamatéria além do recrutamento de células osteoprogenitoras que
atuardo na cascata de reparo do tecido 6sseo, sendo as BMPs uma das mais importantes no que
tange ao estimulo & diferenciacdo celular (GERSTENFELD et al., 2003; YU et al., 2010;

RAGATT etal., 2014; SCHLUNDT et al., 2018).
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Sabe-se que as BMPs estdo presentes em 0ssos originarios dos dois tipos de
ossificacdo, tanto endocondral quanto intramembranosa, e que estas biomoléculas agem em
células dsseas por meio de duas vias de sinalizacdo: a via canénica Smad-dependente e a via
dependente da proteina quinase ativada por mitogénicos — MAPK (ZHANG; LI, 2005;
HERPIN; CUNNINGHAM, 2007; LAMPLOT et al., 2013). Com relacdo as moléculas
sinalizadoras que atuam no processo de reparo do tecido 6sseo, a proteina morfogenética 6ssea
9 (BMP-9), apesar de ainda pouco explorada, é considerada uma das mais osteogénicas, com
ampla acdo proliferativa e anti-apoptotica (HERRERA et al., 2013; WANG et al., 2013;
FREITAS et al., 2021). Apesar de ser uma proteina pouco expressa em individuos adultos, pode
ser expressas em hepatdcitos e secretadas na circulacdo. Até o momento, os fatores e detalhes
gue regulam a estabilidade e a atividade biolégica da BMP-9 e maior potencial osteogénico
frente a outras BMPs ainda sd@o desconhecidos (LUO et al., 2010; BIDART et al., 2012).
Estudos utilizando fibroblastos embrionéarios e células das linhagens C2C12 e C3H10T1/2,
demonstraram que a BMP-9 é mais resistente a acdo inibitéria do antagonista extracelular
Noggin, o que poderia explicar seu maior efeito osseoindutor quando comparada a outras
BMPs, como a BMP-2, -4, -6 e -7 (CHENG et al., 2003; WANG et al., 2013; LIAO et al., 2017;
BHARADWAZ; JAYASURIYA, 2021).

Como membro da superfamilia de TGF-f, a BMP-9 é um homodimero que forma um
complexo de sinalizacdo com dois receptores do tipo | e dois do tipo I, cuja sinalizacdo se da
por meio da atividade direta com o receptor quinase 1 semelhante ao receptor de ativina de alta
afinidade (ALK1), o receptor ALK2 e altas concentracdes de BMP-9 circulante (DAVID et al.,
2008; LUO et al., 2010; WEI et al., 2014). Foi demonstrado que osteoblastos crescidos em
superficie nanotopografica de titanio sdo mais responsaveis pelo efeito osteogénico da BMP-9
(SOUZA et al., 2018). Além disso, dados publicados recentemente pelo nosso grupo mostram
que MSCs editadas geneticamente e que superexpressam a BMP-9 (MSCsBM™9) induzem
aproximadamente 2 vezes mais reparo 0sseo do que as MSCs de controle (FREITAS et al.,
2021).

Considerando que o secretoma de MSCs cultivadas é acumulado no CM e os efeitos
positivos de MSCsBMP no reparo 6sseo, nossa hipGtese é que o secretoma de MSCsBEMP-?
aumenta a diferenciacéo osteoblastica de MSCs e a formacao 0ssea de defeitos na calvaria de
camundongos (CHENG et al., 2003; FREITAS et al., 2021). Para testar nossa hipotese, MSCs
serdo cultivadas em condicdes indutoras de ndo diferenciagdo na presenca de CM de MSCsEMP-

® (CM-MSCsBMP®) e a migracdo celular, viabilidade e diferenciacdo osteoblastica serdo
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avaliadas. Além disso, 0 CM-MSCsBM™9 serd injetado diretamente em defeitos da calvaria de

camundongos e a formacédo Gssea sera avaliada.

2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Investigar o potencial do secretoma presente no meio condicionado por MSCs editadas
geneticamente por CRISPR-Cas9 para superexpressio de BMP-9 (MSCsBMP®) na inducio da
diferenciacdo osteoblastica de MSCs e no reparo 6sseo de defeitos criados em calvérias de

camundongos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Detectar a presenca de BMP-9 no meio condicionado por MSCsBMP-:

- Avaliar o efeito do secretoma presente no meio condicionado por MSCsBMP-® sobre migragéo,
viabilidade e diferenciacdo osteoblastica de MSCs derivadas da medula éssea de camundongos;
- Avaliar o efeito do secretoma presente no meio condicionado por MSCs®P-° sobre o reparo
0sseo de defeitos criados em calvarias de camundongos.

- Comparar o efeito da injecdo do secretoma presente no meio condicionado por MSCsBMP-9
com a injecdo direta de MSCsBMP sobre o reparo 6sseo de defeitos criados em calvarias de

camundongos.

3 MATERIAIS E METODOS

Todos os experimentos com animais foram aprovados pela Comisso de Etica no Uso
de Animais (CEUA) da Faculdade de Odontologia de Ribeirdo Preto da Universidade de Sao
Paulo - FORP/USP, sobre oficio CEUA n° 45/2020 — processo n° 2020.1.219.58.6 (ANEXO

).

31 CULTURA DE CELULAS E CONFIRMA(;AO DA EFICIENCIA DA
SUPEREXPRESSAO DE BMP-9
3.1.1 Obtencéo e cultura de MSCs néo editadas geneticamente

MSCs primarias foram isoladas da medula dssea de fémures de 16 camundongos (Mus
musculus) machos da linhagem C57BL/6 com 8 semanas de vida, com aproximadamente 35 g
de peso corporal. Os animais foram eutanasiados com dose excessiva de Cloridrato de Xilazina
(Agribrands, Sado Paulo, Brasil) e Cloridrato de Cetamina (Agribrands), na dosagem de 15

mg/kg e 75 mg/kg respectivamente, por via intraperitoneal, seguido de exposi¢do ao CO, em
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fluxo de 100% e ordem de 20% do volume da cdmara. Apds a confirmagdo da eutanasia, 0s
fémures foram removidos e transportados em tubos eppendorf contendo solucdo salina
tamponada com fosfato — PBS (Gibco-Life Technologies, Massachusetts, EUA), sobre o gelo.
No fluxo laminar, o contetdo biolégico foi transferido para uma placa de petri, ainda no gelo,
para remocdo das epifises. Apds remocéo das epifises, as diéfises foram transferidas para tubos
eppendorf de 1,5 mL (2 diéfises / tubo) e o conjunto foi centrifugado a 5000 rpm por 3 minutos
para extracdo do conteudo celular de interesse. Apds centrifugacdo, as diafises foram
descartadas e o contetdo celular obtido em cada tubo foi suspendido em 1 mL de tampé&o de
lise Red Blood Cell Lysis Buffer (Roche, Sao Paulo, Brasil), que estava armazenado a 4°C, por
2 minutos em temperatura ambiente. Passado esse tempo, os agregados celulares foram
transferidos para um unico tubo falcon contendo PBS e centrifugado a 2000 rpm por 5 minutos.
Finalizado esse passo, o sobrenadante foi descartado e o pallet foi ressuspendido em meio de
crescimento ndo-indutor de diferenciacdo MEM 20%, o qual continha meio essencial minimo
modificagédo alfa — a-MEM (Gibco-Life Technologies) suplementado com 20% de soro fetal
bovino — SFB (Gibco-Life Technologies) e 1% de Penicilina-Estreptomicina (Gibco-Life
Technologies). A ressuspensdo foi dividida em garrafas de cultura de 75 cm? (Corning
Incorporated, Nova lorque, EUA) que continham o mesmo meio de crescimento e as culturas
foram mantidas a 37°C em atmosfera umidificada contendo 5% de CO- e 95% de ar atmosférico
até atingirem 70% de confluéncia. As trocas do meio de cultura foram a cada 48 horas.

3.1.2 Obtencéo de MSCs editadas geneticamente pela técnica de CRISPR-Cas9

MSCsBMP9 foram obtidas previamente por pesquisadores do nosso grupo, as quais
foram editadas geneticamente por meio da técnica Clustered Regularly Interspaced Short
Palindromic Repeats (CRISPR-Cas9) conforme descrito por Freitas et al. (2022). Brevemente,
MSCs foram imortalizadas, expandidas e cultivadas em meio de crescimento ndo-indutor de
diferenciacdo MEM 20% até atingirem 70% de confluéncia. Apés 24 horas do plagueamento,
em uma densidade de 1 x 10° células/poco em placas de cultura de 6 pogos (Corning
Incorporated), essas células foram infectadas com plasmideos que codificavam um RNA guia
customizado para BMP-9 com repérter Enhanced Green Fluorescent Protein (eGFP),
juntamente com plasmideo Lenti-EFla-dCas9-VPR-Puro (#99373, Addgene, Massachusetts,
EUA) contendo ativadores transcricionais responsaveis pela superexpressdao do gene alvo.
Como controle, foram utilizadas MSCs transfectadas apenas com o plasmideo Lenti-EFla-
dCas9-VPR-Puro citado anteriormente (MSCs"FR).
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3.1.3 Analise da expressédo génica de Bmp-9 em MSCsVPR ¢ MSCsBMP-9

Aos 3 dias de cultura foi avaliada a expressdo génica de Bmp-9 pela técnica de reagdo
em cadeia da polimerase em tempo real — RT-PCR. Para isso, células MSCsVPR e MSCsBMP-®
(passagem 16) foram cultivadas em placas de cultura de 6 pocos (Corning Incorporated), numa
densidade de 1 x 10° células/pogo, em meio de crescimento nio-indutor de diferenciagdo MEM
20%, conforme descrito em secc¢des anteriores. As células foram lisadas e 0 material genético
isolado por meio do reagente Trizol (Invitrogen, Massachusetts, EUA). A extracdo do RNA
total se deu por meio do kit SV Total RNA Isolation System (Promega, Wisconsin, EUA) e sua
integridade foi determinada por eletroforese microfluidica no aparelho Bioanalyzer 2100
Agilent e RNA 6000 Nano Chips (Agilent Technologies, Califérnia, EUA) conforme
recomendagdes do fabricante. A fita de DNA complementar (cDNA) foi confeccionada a partir
de 1 pg de RNA total no aparelho Mastercycle Gradient (Eppendorf, Hamburgo, Alemanha)
por meio de reacdo com a enzima transcriptase reversa, utilizando-se o kit SuperScriptTM 111
First Strand Synthesis Systems para RT-PCR (Invitrogen). As reacGes para a quantificacdo da
expressdo génica foram realizadas utilizando o sistema de sondas SYBR® (Invitrogen) no
aparelho StepOnePlus (Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, EUA) e as reacfes foram
realizadas em triplicata (n = 3), com volume de 7 uL de SYBR® Green PCR Master Mix, 0,5
puL de cada primer (foward — F e reverse — R) ¢ 5 uL de ¢cDNA (12,5 ng). A reagdo de
amplificagdo ocorreu em 2 minutos a 50°C, 10 minutos a 95°C, quarenta ciclos de 15 segundos
a 95°C e 1 minuto a 60°C, além de um ciclo final de 20 minutos, com temperatura crescente de
60°C a 95°C, empregado para a obtencdo de uma curva de dissociagdo dos produtos da reacéo
usada para analise da especificidade de amplificacdo. Como controle enddgeno, foi avaliada a
expressdo do gene Fator de Iniciagdo de Tradugdo Eucaridtica 2p (Eif2f), o qual foi
estabelecido para a normalizacdo dos niveis de expressdo do gene avaliado. Os resultados
obtidos para o gene Bmp-9 foram analisados com base na média do valor de ACt (limiar do
ciclo delta) e expressos em unidades de expressao relativa — REU, conforme célculo descrito:
REU = 10,0000/24¢t (ALBESIANO et al., 2003). Os primers foram desenhados utilizando o
software Primer Express 3.0 (Applied Biosystems, Massachusetts, EUA), considerando uma
eficiéncia entre 95 e 100% (Tabela 1).

Tabela 1: Sequéncia de oligonucleotideos utilizados para a amplificacdo de genes de interesse

Gene Primers sense (F) e anti-sense (R) Pares de

(Sequéncia 5° — 3°) Base
Eif28  ACCTCCCTGGAATACTCTGACT 136
TCGCCCCGTCTTTGATGAAT
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Bmp-9 CAGAACTGGGAACAAGCATC 64
GCCGCTGAGGTTTAGGCTG

Runx2 CTTCACAAATCCTCCCCAAGTG 150
GGAATGCGCCCTAAATCACTG

Alp GGGGTACAAGGCTAGATGGC 150
CGGGCTCAAAGAGACCTAAGA

Opn CGACCATGAGATTGGCAGTGA 108
GGCTGTAAAGCTTCTTCTCCTCT

3.2 OBTENCAO DOS MEIOS CONDICIONADOS POR MSCsYPR E MSCsBMP9 E
AVALIACAO DA EXPRESSAO DE BMP-9 SECRETADA

Os meios condicionados por MSCs""R (CM-MSCs"PR) e MSCsBMP-® (CM-MSCsBMF9)
foram obtidos como previamente descrito por Chang et al. (2015). Apds a confluéncia de 70%,
as garrafas foram lavadas trés vezes com PBS e um novo meio constituido por a-MEM
suplementado com 1% de Penicilina-Estreptomicina (Gibco-Life Technologies) foi adicionado,
sem a presenga do SFB. As culturas foram mantidas a 37°C em atmosfera umidificada contendo
5% de CO2 e 95% de ar atmosférico. Ao final de 1, 2, 4, 8 e 24 horas, os meios condicionados
foram coletados, centrifugados a 2000 rpm a 4°C por 5 minutos, armazenados em tubos falcon

de 50 mL e estocados a -80°C até o0 momento de seu uso.

3.2.1 Anélise da expressédo proteica de BMP-9 em CM-MSCsVPR e CM-MSCsBMP-

Ap0s a coleta de CM-MSCsYPR e CM-MSCBMP em 1, 2, 4, 8 e 24 horas, foi avaliada
a expressdo proteica de BMP-9 por meio do teste de imunoabsor¢do enzimatica (ELISA). Para
isso, foi utilizado 0 Mouse BMP-9 ELISA kit (#ab267576, Abcam, Cambridge, Reino Unido),
seguindo as instrucbes do fabricante. Apds descongelados 10 mL de cada amostra em
temperatura ambiente, as mesmas foram concentradas 75 vezes em tubos Vivaspin® MWCO
Polyethersulfone (Sigma Aldrich, Missouri, EUA), em centrifuga do tipo basculante, a 3000 g
e 4°C. Ap0s concentracdo dos meios condicionados e preparo dos reagentes, a placa do kit que
empregava o anticorpo especifico para BMP-9 foi incubada com 100 pL de solugdo assay
diluent e 50 pL das proteinas padrdo, controle e amostras, durante 2,5 horas em agitador orbital
e temperatura ambiente. Feito isso, o conteudo foi descartado e a placa lavada com 300 uL de
wash solution, além de incubada com 100 pL de anticorpo primario biotinelado anti-BMP9
durante 1 hora e depois com 100 pL de anticorpo secundario marcado com a enzima horseradish
peroxidase (Estreptavidina conjugada — HRP) durante 45 minutos. Apés este periodo,

adicionou-se 100 pL de substrato (TMB - 3,3'5,5' tetramethyl benzidine e peréxido de
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hidrogénio), sendo dessa vez a placa incubada por 30 minutos & temperatura ambiente e
protegida da luz. A reacgdo foi finalizada com a adigdo de 50 pL de stop solution (&cido sulfurico
1 N). A leitura da absorbancia foi feita no aparelho PowerWave XS2 Microplate
Spectrophotometer (BioTek Instruments, Vermont, EUA) no comprimento de onda de 450 nm,
sendo as concentragdes da proteina BMP-9 calculadas em pg/mL (n = 3). Para a realizacdo da
proxima etapa do estudo, descrita no item 3.3, foi utilizado o meio condicionado coletado no

periodo que houve o maior pico de expressdo proteica de BMP-9 secretada.

3.3 EFEITO DE CM-MSCs""R E CM-MSCs®MP® SOBRE MSCs

As MSCs derivadas de medula 6ssea foram obtidas como descrito no item 3.1.1 e
cultivadas na densidade de 1 x 10° células/poco em placas de cultura de 6 pogos (Corning
Incorporated) e 2 x 10* células/poco em placas de cultura de 24 pogos (Corning Incorporated).
Todas as MSCs priméarias foram crescidas em meio de crescimento ndo-indutor de
diferenciacdo MEM 20%, sendo as trocas de meio realizadas a cada 48 horas. Essas células
foram cultivadas por periodos de até 10 dias e os experimentos foram realizados em duplicata
bioldgica. Para avaliagdo do efeito de CM-MSCsVPR e CM-MSCsBMP9 sobre a diferenciacio
osteoblastica de MSCs primérias, foram adicionados os meios condicionados numa propor¢ao
1:1 de volume com o meio de crescimento fresco sempre nas Ultimas 48 horas que antecediam
0 experimento a ser realizado, o qual foi denominado de meio de condicionamento (CMM). As
culturas foram mantidas a 37°C em atmosfera umidificada contendo 5% de CO2 e 95% de ar

atmosférico.

3.3.1 Migracao celular

Em 6, 24, 48, 72 e 96 horas de cultura foi avaliada a capacidade de migracdo celular
pelo método de scratch, como descrito previamente por Liang et al. (2007). Para isso, as MSCs
primarias foram cultivadas em placas de cultura de 24 pocos (Corning Incorporated) com meio
MEM 20% até atingirem 100% de confluéncia. Em seguida, com o auxilio de uma ponteira de
pipeta de 100 pL e de uma régua esterilizada, foi realizado um risco no centro de cada pogo.
Posteriormente, os pocos foram lavados com solugéo de PBS (Gibco-Life Technologies) para
remocao dos fragmentos celulares destacados e, posteriormente, foram adicionados 2 mL/pogo
de CMM que foi trocado a cada 48 horas. As culturas foram mantidas a 37°C em atmosfera
umidificada contendo 5% de CO2 e 95% de ar atmosférico. Para obtengéo das imagens, foram
demarcados pontos de referéncia no fundo de cada placa para permitir a obtencdo de

fotomicrografias sempre das mesmas regides do risco nos diferentes periodos de avaliacdo. As
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imagens foram adquiridas com cdmera digital Nikon DS-Filc (Nikon Instruments Inc., Toquio,
Japéo) acoplada ao microscopio de fase invertido Nikon Eclipse Ti-S (Nikon Instruments Inc.),
sendo a area sem células demarcada e mensurada pelo software Nis Elements Br 5.02 (Nikon
Instruments Inc.). Os dados foram obtidos em quintuplicata (n = 5) e convertidos de pm? para

porcentagem (%) de area fechada, sendo feita a anélise da &rea sob a curva.

3.3.2 Viabilidade celular

Em 24, 48 e 72 horas de cultura foi avaliada a viabilidade celular pelo ensaio
colorimétrico MTT [brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazolio]. Para isso,
as MSCs primarias foram cultivadas em placas de cultura de 24 pocos (Corning Incorporated)
com CMM desde o periodo de plaqueamento, sendo o mesmo trocado em 48 horas. Todas as
culturas foram mantidas a 37°C em atmosfera umidificada contendo 5% de CO> e 95% de ar
atmosférico. Durante os periodos de avaliacdo, os CMMs foram removidos, 0s pocos lavados
com solucédo de PBS (Gibco-Life Technologies), preenchidos com 1 mL de solugdo de MTT
10% (5 mg/mL) e incubados a 37°C por 4 horas. A seguir, os sobrenadantes foram removidos
e os cristais foram solubilizados com um volume de 150 pL de solucdo de isopropanol acido
(HCI 0,04 N em isopropanol). As placas foram agitadas suavemente por 5 minutos e os 150 pL
de cada pogo foram transferidos para uma placa de 96 pocos (Corning Incorporated). A
absorbancia foi avaliada no aparelho BioTek Epoch 2 Microplate Reader (Agilent
Technologies) num comprimento de onda de 570 nm. Os dados foram obtidos em quintuplicata

(n = 5) e expressos por absorbancia.

3.3.3 Andlise da expressao génica de marcadores 6sse0s

Aos 5 e 7 dias de cultura foi avaliada a expressdo génica do Fator de transcrigcdo 2
relacionado a Runt (Runx2), Fosfatase alcalina (Alp) e Osteopontina (Opn) por RT-PCR,
conforme descrito no item 3.1.3. Para isso, MSCs primaérias foram cultivadas em placas de
cultura de 24 pogos (Corning Incorporated), numa densidade de 2 x 10* células/pogo, em meio
de crescimento ndo-indutor de diferenciagdo MEM 20% e, tanto no terceiro quanto quinto dia,
0 meio foi removido e substituido por CMM que permaneceu até o quinto e sétimo dia de
cultura, respectivamente. As reacgdes foram realizadas em triplicata (n = 3) e, como controle
enddgeno, foi avaliada a expressao do gene Eif2f, o qual foi estabelecido para a normalizagéo
dos niveis de expressdo dos genes avaliados (Tabela 1). O método comparativo de 294t foj
utilizado para comparacdo das expressfes génicas das células dos diferentes grupos

experimentais (LIVAK e SCHMITTGEN, 2001).
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3.3.4 Expressao proteica de marcadores 0sseos

Aos 10 dias, foi avaliada a expressao das proteinas RUNX2 (55-62 kDa), ALP (75-80
kDa) e OPN (41-75 kDa) pela técnica de western blot. Para isso, MSCs primarias foram
cultivadas em placas de cultura de 6 pocos (Corning Incorporated), numa densidade de 1 x 10°
células/poco), em meio de crescimento nao-indutor de diferenciacdo MEM 20% e, no oitavo
dia, o meio foi removido e substituido por CMM que permaneceu até o décimo dia. As células
foram coletadas e lisadas com 200 pL de solugdo Pierce™ RIPA Buffer (Thermo Scientific),
sonicadas no aparelho QSonica Microson XL-2000 (Misonix Sonicators, Nova lorque, EUA) e
centrifugadas por 20 minutos a 13000 rpm e 4°C. Apds este passo, 0 sobrenadante foi coletado
e a proteina total foi quantificada no aparelho PowerWave XS2 Microplate Spectrophotometer
(Biotek) em comprimento de onda de 750 nm, baseada na curva padréo de BSA 1,5 mg/mL
(método de Lowry). Géis de acrilamida de 8% foram confeccionados e montados em aparados
Mini-PROTEANR® Tetra System (Bio-Rad Laboratories, Califérnia, EUA) especificos para
sistema vertical de eletroforese, os quais foram preenchidos com tampé&o de corrida previamente
preparados. No primeiro poco do gel foi adicionado 10 pL do marcador de peso molecular
Precision Plus Dual Color Standart (Bio-Rad Laboratories) que identifica bandas entre 10 a 250
kDa, além de 30 ug de proteina + marcador Dye (Santa Cruz Biotechnology, Texas, EUA) nos
pocos seguintes — 35 pL de volume final em cada pogo. Apds corrida de eletroforese no
aparelho PowerPac™ HC (Bio-Rad Laboratories), as proteinas foram transferidas dos géis de
acrilamida para membrana de Fluoreto de Polivinilideno Trans-Blot® Turbo Mini Format 0,2
um PVDF (Bio-Rad Laboratories) por meio de transferéncia semiimida no Trans-Blot®
Turbo™ Transfer System (Bio-Rad Laboratories). Apos lavagem da membrana com tamp&o
salino TBS-T 1X (Sigma-Aldrich), as membranas foram incubadas por 1 hora em solugéo de
blogqueio de sitios inespecificos, a qual era composta por 5% de Blotting Grade Blocker — Dry
Milk (Bio-Rad Laboratories) dissolvido em TBS-T 1X. Ap6s o bloqueio de sitios inespecificos,
as membranas foram incubadas overnight a 4°C com os anticorpos primarios anti-RUNX2
(#8486S, monoclonal rabbit, 1:1000, Cell Signaling Technology, Massachusetts, EUA), anti-
ALP (#ab108337, monoclonal rabbit, 1:15000, Abcam), anti-OPN (#MP111B10-1, monoclonal
mouse, 1:1000, Developmental Studies Hybridoma Bank, lowa, EUA) e anti-GAPDH (#sc-
25778, polyclonal rabbit, 1:3000, Santa Cruz Biotechnology). Posteriormente, as membranas
foram lavadas trés vezes com solucdo de TBS-T 1X por 5 minutos cada e incubadas com o0s
anticorpos secundarios conjugados apropriados, sendo o anti-rabbit (#7074S, anti-rabbit 1gG-

HRP, 1:3000, Cell Signaling Technology) e o anti-mouse (#sc-2060, goat anti-mouse 1gGi-
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HRP, 1:3000, Santa Cruz Biotechnology) por 1 hora a temperatura ambiente. Para a
imunodetecgdo, foi utilizado o reagente ClarityTM Western ECL Substrate (Bio-Rad
Laboratories) e o sistema de aquisi¢do de imagem G-Box gel (Syngene, Califérnia, EUA). Foi
considerada a marcacao de GAPDH como proteina constitutiva, a qual foi marcada sempre apds
a deteccdo da proteina Ossea de interesse (1 proteina por membrana), processo que aconteceu
depois da limpeza da membrana ja revelada com a solugdo Re-Blot Plus Strong 10X (Merck,
Darmstadt, Alemanha) por 40 minutos a temperatura ambiente, seguido da repeticdo de todos
0s passos citados anteriormente para marcacao de uma nova proteina. As imagens capturadas
foram analisadas com o software ImageJ 1.52 (National Institute of Mental Health, Canada,
EUA). Os dados foram obtidos em triplicata (n = 3), normalizados por GAPDH e demonstrados

graficamente por meio da expressdo proteica relativa.

3.3.5 Atividade de ALP in situ

Aos 10 dias, foi avaliada a atividade de ALP in situ pelo método Fast Red. Para isso,
MSCs primarias foram cultivadas em placas de cultura de 24 pocos (Corning Incorporated),
numa densidade de 2 x 10* células/poco, em meio de crescimento ndo-indutor de diferenciagio
MEM 20% e, no oitavo dia, o0 meio foi removido e substituido por CMM gue permaneceu até
o0 décimo dia. O meio de cultura foi removido e 0s pocos lavados com solucéo de PBS (Gibco-
Life Technologies). Em seguida, foi adicionado 1 mL/po¢o de solugdo tampéo Tris 120 mM /
pH = 8,4 (Sigma-Aldrich), composta por uma concentracao de 1,8 mM de Fast Red TR (Sigma-
Aldrich), 0,9 mM de Naftol-ASMX-Fosfato (Sigma-Aldrich) e 1:9 de Dimetilformamida
(Merck). As placas foram incubadas por 30 minutos a 37°C em atmosfera umidificada contendo
5% de CO2 e 95% de ar atmosférico. Em seguida, a solucdo foi removida e as placas ficaram
em temperatura ambiente para permitir a secagem e aquisicdo das imagens macroscépicas dos
poc¢os contendo as culturas coradas. As imagens foram obtidas digitalmente com camera de alta
resolucdo Canon EOS Digital Rebel — 6.3 megapixels, lente macro EF100 /2.8 (Canon, Toquio,
Japdo) e mensuradas pelo software ImageJ 1.52 (National Institute of Mental Health). Os dados

foram obtidos em quintuplicata (n = 5) e representados como porcentagem de area corada.

3.4 EFEITO DE CM-MSCs"PR, CM-MSCsBMP°® E MSCsBM™® SOBRE O REPARO OSSEO

3.4.1 Procedimento cirargico para criacao dos defeitos de calvarias de camundongos
Quarenta e oito camundongos (Mus musculus) machos da linhagem C57BL/6, com 8

semanas de idade, formam submetidos a cirurgia para criacdo de defeitos 6sseos de 4 mm em

calvaria (ZHANG et al., 2015; YE et al., 2022). Para isso, os animais foram anestesiados com
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solucdo anestésica de Cloridrato de Xilazina (Agribrands) e Cloridrato de Cetamina
(Agribrands), na dosagem de 10 mg/kg e 50 mg/kg respectivamente, por via intraperitoneal.
Apds tricotomia e antissepsia da regido dorsal da cabeca com solucdo de iodo-povidine néo
alcoolico (PVPI), a pele e o tecido subcutaneo foram incisados por 1 cm ao longo da sutura
sagital para exposicdo dos ossos parietais. O peridsteo dos 0ssos parietais foi descolado e o
defeito produzido unilateralmente no lado esquerdo por broca trefina de didametro externo de 4
mm (Harte, Sdo Paulo, Brasil) montada em contra angulo redutor, sob irrigacdo abundante com
soro fisioldgico. Este padréo cirurgico para criacdo dos defeitos foram mantidos em todos os
animais de modo a evitar possiveis interferéncias do tratamento no lado contralateral. Apos a
criagdo do defeito, a pele foi unida e suturada com fio mononylon 4.0 (Ethicon, Nova Jersey,
EUA). Finalizado o procedimento cirargico, os animais foram medicados com dose de anti-
inflamatdrio ndo-esteroidal Meloxican (Merck) numa proporcao de 2 mg/kg de peso corporal
por via intramuscular, a cada 12 horas por 3 dias, e dose Unica de solucéo de Pentantibiético®
Veterinario Reforcado (Zoetis-Fort Dodge, Nova Jersey, EUA) numa proporcdo de 1 mg/kg de
peso corporal por via intramuscular, sendo o pentabidtico composto por Benzilpenicilina
benzatina 3.000.000 Ul, Benzilpenicilina procaina 1.500.000 Ul, Benzilpenicilina potassica
1.500.000 Ul, Dihidroestreptomicina base (sulfato) 1.250 mg e Estreptomicina base (sulfato)
1.250 mg. O local do defeito foi marcado com fio de nylon 8.0 (Ethicon) para nortear o local
da posterior injecdo. Os animais foram mantidos em nimero de 3 por caixa recebendo ragdo e
agua ad libitum e ficaram sob observacéo constante, sendo feita a limpeza das caixas, com troca

da maravalha, trés vezes por semana.

3.4.2 Tratamento dos defeitos 6sseos pela injecdo de CM-MSCsYPR e CM-MSCsBMP-9
Uma semana apos a criacdo dos defeitos nas calvarias, periodo que equivale a um ano
em seres humanos (WANG et al., 2020), os animais foram sedados com anestésico inalatério
Isoflurano 1% (Cristalia, S&o Paulo, Brasil) e receberam inje¢des locais de CM-MSCsVPR, CM-
MSCsBMP9 oy ndo receberam nenhum tratamento (n = 12 animais por grupo). Apos 0s meios
condicionados serem descongelados em temperatura ambiente, foram concentrados 75 vezes
em tubos Vivaspin® MWCO Polyethersulfone (Sigma Aldrich) e centrifugados a 3000 g e 4°C.
Com a utilizacdo de agulha 30G (BD PrecisionGlide, Nova Jersey, EUA), foi injetado
subperiostealmente 25 uL do meio condicionado em cada defeito. Quatro semanas apds o
tratamento dos defeitos, os animais foram eutanasiados com dose excessiva de Cloridrato de
Xilazina (Agribrands) e Cloridrato de Cetamina (Agribrands), na dosagem de 15 mg/kg e 75

mg/kg respectivamente, por via intraperitoneal, seguido de exposic¢do ao CO2 em fluxo de 100%
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e ordem de 20% do volume da cdmara. Apos a confirmacdo da eutanasia, as calvarias foram
removidas e armazenadas em solucdo de formalina tamponada para posterior avaliagéo do

tecido 6sseo formado por meio das analise microtomogréafica (LCT) e histologica.

3.4.3 Tratamento dos defeitos 6sseos pela injecdo de MSCsBMP-°

Uma semana apos a criagdo dos defeitos nas calvarias, animais foram tratados com 2,5
x 10° células suspendidas em 25 L de PBS (n = 7) injetadas diretamente nos defeitos dsseos,
conforme descrito no item 3.4.2. Quatro semanas ap0s o tratamento, a formacdo 6ssea foi
avaliada por uCT e andlise histoldgica, para posterior comparacdo com os defeitos tratados com

CM-MSCsBMP-0 do experimento anterior.

3.4.4 Anélise uCT

Apds coletadas as calotas cranianas, foi avaliado o tecido 6sseo formado nos defeitos
n&o tratados e tratados com CM-MSCsY"R e CM-MSCsBMP-® por meio da analise uCT. Para
isso, as calvarias fixadas foram transferidas para uma solucdo de etanol 70%, onde
permaneceram por 3 dias. Amostras de tecido 6sseo da calvéria, retiradas no momento da
cirurgia para a cria¢do dos defeitos, também foram processadas com o objetivo de comparar 0
osso formado com o tecido Gsseo previamente existente na calvaria. A analise foi realizada no
microtomografo SkyScan 1172 (Bruker Corporation, Massachusetts, EUA) operado com uma
fonte de raios-X de 100 kV detectados por uma camera de 11-megapixel e resolucdo de até 1
um. Posteriormente, os dados foram adquiridos por um software de aquisicdo de imagens 2D
do préprio equipamento e as reconstru¢fes 3D, necessarias para a analise, foram feitas pelo
software NRecon (Bruker Corporation). Ap6s as reconstrucdes, analisou-se dentro da area de
interesse, ou seja, dentro da regido dos defeitos 6sseos produzidos, 0s seguintes parametros:
volume 6sseo (mm?), volume Gsseo/volume total (%), superficie Gssea (mm?), espessura
trabecular (mm), namero de trabéculas (1/mm) e separac¢do trabecular (mm). Esses parametros,
automaticamente gerados pelo software, foram preconizados pela American Society of Bone
and Mineral Research - ASBMR (DEMPSTER et al., 2013; BOUXSEIN et al., 2010).

3.4.5 Analise histoldgica

Apols a realizacdo das andlises microtomograficas, as calotas cranianas foram
preparadas para obtencdo de cortes descalcificados. Brevemente, as pecas foram
descalcificadas em solugdo de EDTA 10% (Gibco-Life Technologies) por 2 dias, lavadas em

agua corrente, desidratadas em uma sequéncia de alcoois 70-80-95-100% (Merck) por 90
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minutos, diafanizadas em solucdo de Xilol (Labsynth, Sdo Paulo, Brasil) por 90 minutos e
impregnadas em banhos de parafina aquecida (Sigma-Aldrich) a 60°C por 90 minutos. Apds
esse processo, em temperatura ambiente, foi feita a inclusdo das pecas previamente
impregnadas com parafina em formas/estruturas quadrangulares. Apos esta montagem, nessa
mesma estrutura, foi adicionada uma nova parafina que estava previamente aquecida a 60°C,
para construgdo dos blocos de corte. Os blocos foram cortados em micrétomo Microm HM
335E (Microm Internacional, Walldorf, Alemanha) com espacamento padronizado de 5 um de
espessura, além da montagem e coloracdo das laminas histologicas (Knittel Glass,
Braunschweig, Alemanha) com os corantes hematoxilina e eosina (Neon Comercial Reagentes,
Sao Paulo, Brasil). Para a andlise histoldgica descritiva, as imagens foram obtidas em camera
digital Axiocam ICc3 (Carl Zeiss Incorporated, Baden-Wirttemberg, Alemanha) acoplada a

um microscopio de fluorescéncia DMLB (Leica, Wetzlar, Alemanha).

3.5 ANALISE ESTATISTICA

Todos os dados quantitativos foram submetidos ao teste de normalidade e
homogeneidade de variancias para determinacéo da analise estatistica mais adequada. Em casos
de normalidade dos dados, para a analise de dados paramétricos, foi aplicado o Teste t de
Student, teste de correlacdo de Pearson, ANOVA One-Way ou o teste ANOVA Two-Way
seguido do teste de Tukey, quando necessario. Para a analise de dados ndo paramétricos, foi
utilizado o teste de Kruskal-Wallis ou Mann-Whitney. Todos os dados foram analisados no
software SigmaPlot (Systat Software Inc., Califérnia, EUA) com nivel de significancia de 5%
(p < 0,05). Para que eventuais diferencas entre os tratamentos propostos pudessem ser
evidenciadas, o tamanho da amostra animal utilizada neste estudo foi baseada no célculo
amostral realizado previamente ao inicio do estudo por meio do software GPower version
3.0.10 (Heinrich Heine Universitat Disseldorf, Disseldorf, Alemanha), com um poder de teste

(power) = 95% e uma probabilidade de erro = 5%.

4 RESULTADOS

4.1 Eficiéncia da superexpressao de Bmp-9 e deteccdo de BMP-9 no meio condicionado
Uma vez coletados os meios condicionados, as MSCsY"R e MSCsBMPO foram

fotografadas em microscopia de luz apds cultura de 1 hora sem a presenca do SFB (Figura 1A

e B). Apds selegdo com puromicina, imagens das células MSCsBMP® foram obtidas por

microscopia de fluorescéncia para identificacdo do marcador GFP presente em um dos bragos

do RNA guia (Figura 1C), mostrando que todas as células que foram editadas geneticamente
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para a superexpressdo de BMP-9 emitiam fluorescéncia verde, ou seja, sofreram a transfeccéo
plasmidial desejada. Esses dados corroboraram os achados adicionais da citometria de fluxo,
uma vez que as células MSCsBMP- apresentaram 100% de marcacio GFP positiva (APENDICE
). Além disso, aos 3 dias de cultura, foi confirmada a superexpressio de Bmp-9 nas MSCsBMP-
® em comparagéo as MSCs"PR (Figura 1D, p = 0,020). Quanto a expressdo proteica de BMP-9
no MC-MSCsBMP® o pico de expressio seu deu ap6s 1 hora de cultura, sendo maior comparado
a todos os outros periodos avaliados (p < 0,001 para todas as comparagdes) e maior 8 horas
quando comparado a 2, 4 e 24 horas (Figura 1E, p < 0,001 para todas as comparagdes). A

expressdo de BMP-9 ndo foi detectada no CM-MSCsVPR.
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Figura 1: Eficiéncia da edicdo génica de MSCs imortalizadas para a superexpressdo de BMP-9 e a sua
presenca no meio condicionado. Imagens de microscopia de luz de A) MSCsVPR e B) MSCsBMP- na passagem
16, apos coleta do meio condicionado em 1 hora sem soro fetal bovino. C) Avaliacdo da marcagdo GFP positiva
em MSCsBMP- por microscopia de fluorescéncia. D) Expressdo génica de Bmp-9 aos 3 dias de cultura em meio de
crescimento ndo-indutor de diferenciagio MEM 20%. D) Expressdo proteica de BMP-9 no CM-MSCsBMP-9 apds
culturaem 1, 2, 4, 8 e 24 horas sem a presenca do soro fetal bovino. Dados numéricos apresentados como média
e desvio padrdo. Asteriscos (*) indicam diferencas estatisticamente significantes (p < 0,05).

4.2 Efeito de CM-MSCsVPR e CM-MSCsBMP-9 sobre a migracdo e viabilidade celular
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Ao final de 96 horas de cultura de MSCs em CM-MSCsBMP° mesmo observando
visualmente maior fechamento da area aberta (Figura 2A), ndo houve diferenca estatisticamente
significante na migracdo celular quando comparadas as MSCs crescidas em CM-MSCsVPR
(Figura 2B, p = 0,287).

Quanto a viabilidade celular, houve aumento progressivo de células viaveis tanto para
MSCs crescidas em CM-MSCsYPR quanto em CM-MSCsBMP-9 de 24 para 48 e de 48 para 72
horas (Figura 2C, p < 0,001 para todas as comparacdes). Ndo houve diferenca na viabilidade
entres as MSCs crescidas em CM-MSCsVPR ou em CM-MSCsBMP-® em 24, 48 e 72 horas (Figura

2C, p = 0,065, p = 0,818 e p = 0,585 respectivamente).
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Figura 2: Efeito de CM-MSCsVPR e CM-MSCsBMP-® sobre a migracéo e viabilidade de MSCs primarias. A)
Representacdo visual da migracéo celular por microscopia de luz. B) Analise da migracao celular em 6, 24, 48, 72
e 96 horas na presencga do meio condicionante. C) Analise da viabilidade celular em 24, 48 e 72 horas na presenca
do meio condicionante. Dados numéricos apresentados como média e desvio padrdo. Asteriscos (*) indicam
diferencas estatisticamente significantes (p < 0,05). Barra de escala: A =200 pm.

4.3 Efeito de CM-MSCsVPR e CM-MSCsBMP-9 sobre a diferenciacéo osteoblastica

Aos 5 e 7 dias, a expressao génica de Runx2 foi menor em MSCs crescidas em CM-
MSCsBMP9 comparadas as crescidas em CM-MSCsYPR (Figura 3A, p < 0,001 para ambos).
Também, foi maior aos 7 dias comparada aos 5 dias (Figura 3A, p < 0,001). Aos 10 dias, a
expressdo proteica de RUNX2 foi maior em MSCs crescidas em CM-MSCsBMP-® comparadas
as crescidas em CM-MSCsY™R (Figura 3B, p < 0,001).
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Aos 5 e 7 dias, a expressdo génica de Alp foi menor em MSCs crescidas em CM-
MSCsBMP9 comparadas as crescidas em CM-MSCsY™R (p < 0,001 para ambos) e ndo houve
diferenca estatisticamente significante entre 5 e 7 dias (Figura 3C, p = 0,107). Aos 10 dias, a
expressdo proteica de ALP foi maior em MSCs crescidas em CM-MSCsBMP® comparadas as
crescidas em CM-MSCs"PR (Figura 3D, p = 0,005), assim como a atividade de ALP in situ
(Figura 3E, p <0,001).

Aos 5 e 7 dias, a expressdo génica de Opn foi maior em MSCs crescidas em CM-
MSCsBMP9 comparadas as crescidas em CM-MSCsY™R (p < 0,001 para ambos) e foi maior aos
7 dias comparada aos 5 dias (Figura 3F, p < 0,001). Aos 10 dias, a expressao proteica de OPN
foi maior em MSCs primarias crescidas em CM-MSCs®MP® comparadas as crescidas em CM-
MSCsVPR (Figura 3D, p = 0,003).
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Figura 3: Efeito de CM-MSCsYPR e CM-MSCsBMP- sobre a diferenciagdo osteoblastica de MSCs primarias.
A) Expressdo génica de Runx2. B) Expressdo proteica de RUNX2. C) Expresséo génica de Alp. D) Expressdo
proteica de ALP. E) Atividade de ALP in situ. F) Expressdo génica de Opn. G) Expressdo proteica de OPN. As
expressdes génicas foram avaliadas aos 5 e 7 dias e a expressao proteica e atividade de ALP in situ, aos 10 dias de
cultura. Dados numéricos apresentados como média e desvio padrdo. Asteriscos (*) indicam diferencas
estatisticamente significantes (p < 0,05).

4.4 Efeito de CM-MSCsYPR e CM-MSCsBMP-9 sobre o reparo 6sseo de defeitos criados em
calvarias de camundongo

As imagens de UCT reconstruidas em 3D mostraram que os defeitos tratados com a
injecio de CM-MSCBMP exibiram maior formagao 6ssea em comparacéo aos defeitos tratados
com CM-MSCVPR e sem tratamento (Figura 4A-C). Os parametros morfométricos indicaram
que BV (Figura 4D), BV/TV (Figura 4E) e BS (Figura 4F) foram maiores nos defeitos tratados
com CM-MSCBMP9 (n =0.014, p = 0.014 e p = 0.02 respectivamente) comparados com defeitos
sem tratamento (p < 0.001 para todas as comparagdes) e defeitos tratados com CM-MSCVPR (p
=0.014, p = 0.014 e p = 0.024 respectivamente). Foi observada uma correlacéo positiva entre
os tratamentos e BV (Figura 4D rs = 0.533 e p < 0.001), BV/TV (Figura 4E, rs = 0.533 e p <
0.001) e BS (Figura 4F, rs = 0.519 e p = 0.001). A Th.Th ndo foi afetada pelos tratamentos (p =
0.078), mas foi observada uma correlacdo positiva entre os tratamentos e Th.Th (Figura 4G, rs
=0.518 e p = 0.001). O Th.N foi maior nos defeitos tratados CM-MSCs®MP-° comparados com
defeitos sem tratamento (p = 0.029) e ndo houve diferenca estatisticamente significante entre
os defeitos tratados com CM-MSCsBMP® ou CM-MSCsVPR (p < 0,050) e entre defeitos sem
tratamento ou tratados com CM-MSCsYPR (Figura 4H, p < 0,050). Foi observada uma
correlagéo positiva entre os tratamentos e Th.N (Figura 4H, rs = 0.503 e p = 0.002). A Th.S néo
foi afetada pelos tratamentos (p = 0.067), mas foi observada uma correlagdo negativa entre 0s
tratamentos e Th.S (Figura 41, rs = -0.476 e p = 0.003).

Os cortes histol6gicos mostram a presenca de tecido conjuntivo, sem sinais de reacdes
adversas, em todos os defeitos, independentemente do tratamento, além de osso formado em
defeitos tratados com CM-MSCsBMP®  (Figura 4A-1), corroborando com os resultados
encontrados na analise morfométrica. Nas bordas de todos os defeitos, independentemente do
tratamento, foi observada discreta formacao 0sseo e presenca de 0sso lamelar, 0sso imaturo,
linhas cimentantes. Além disso, conforme observado nas imagens tridimensionais
reconstruidas, tecido dsseo foi observado no centro dos defeitos tratados com CM-MSCsBMP-®,

mas ndo nos defeitos tratados com CM-MSCV"R ou nos nio tratados (Figura 40, inset).
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Figura 4: Efeito de CM-MSCsYPR e CM-MSCsBMP® sobre o reparo 6sseo de defeitos criados em calvarias de
camundongos. A) Reconstrugdo 3D de defeitos de calvaria sem tratamento. B) Defeitos de calvaria tratados com
CM-MSCsVPR. C) Defeitos de calvaria tratados com CM-MSCsBM™®, D) Parametro morfométrico de volume ésseo
(BV). E) Porcentagem de volume ésseo (BV/TV). F) Superficie dssea (BS). G) Espessura trabecular (Th.Th). H)
Nuamero de trabéculas (Th.N). 1) Separacéo trabecular (Tb.S). Dados numéricos apresentados como média e desvio
padrdo. Asteriscos (*) indicam diferencas estatisticamente significantes (p < 0,05). Barra de escala: A-C = 1mm.
J e M) Imagens histoldgicas de microscopia de luz dos defeitos sem tratamento. K e N) Defeitos tratados com
CM-MSCsYPR. L e O) Defeitos tratados com CM-MSCsBMP-°, As micrografias de maior aumento representadas
nas imagens M-O correspondem as regides definidas pelos quadrados com bordas continuas nas imagens J-L. O
inset presente na imagem O representa o quadrado com bordas tracejadas na figura L. Barra de escala: J-L: 2,25
mm; M-O: 100 um; O (inset): 50 um. Representacdo: ct: tecido conjuntivo, ob: osteoblasto, ot: osteécito, cl:
linha cimentante, Ib: osso lamelar, ib: 0sso imaturo e bv: vaso sanguineo.
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4.5 Efeito de MSCsBMP-® e CM-MSCsBMP-9 sobre o reparo ésseo de defeitos criados em
calvarias de camundongo

A UCT demonstrou que os defeitos tratados com CM-MSCsBMP-9 exibiram maior
formacgdo Ossea em comparagdo a MSCsBMP (Figura 5A-H). As imagens tridimensionais
reconstruidas mostraram tecido dsseo no centro dos defeitos tratados com MSCsBM? ou CM-
MSCsBMP-9 (Figura 5A-B). Os parametros morfométricos mostraram que BV (Figura 5C, p =
0,025), BV/TV (Figura 5D, p = 0,025), BS (Figura 5E, p = 0,044), Th.Th (Figura 5F, p = 0,026)
e Tb.N (Figura 5G, p = 0,034) foram maiores em defeitos tratados com CM-MSCsBMP-9 em
comparagdo com MSCsBMP9, Quanto a Th.S, foi observado que a mesma néo foi afetada pelos
tratamentos (Figura 5H, p = 0,251).

Os cortes histologicos corroboraram os dados da pCT e seguiram o mesmo padrdo
descrito anteriormente (Figura 51-L). E importante notar que a presenca de tecido dsseo foi

observada no centro dos defeitos tratados com MSCsBMP® ou CM-MSCsBMP (Figura 5K-L,

inset).
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Figura 5: Efeito de MSCsBMP® e CM-MSCsBMP9 sobre o reparo 6sseo de defeitos criados em calvarias de
camundongos. A) Reconstrugdo 3D de defeitos de calvaria tratados com MSCsBMP®, B) Defeitos de calvaria
tratados com CM-MSCsBMP-°, C) Parametro morfométrico de volume dsseo (BV). D) Porcentagem de volume
0sseo (BVITV). E) Superficie 0ssea (BS). F) Espessura trabecular (Th.Th). G) Nimero de trabéculas (Th.N). H)
Separagdo trabecular (Th.S). Dados numéricos apresentados como média e desvio padrdo. Asteriscos (*) indicam
diferencas estatisticamente significantes (p < 0,05). Barra de escala: A-C = 1mm. | e K) Imagens histol4gicas de
microscopia de luz dos defeitos tratados com MSCsBMP®. J e L) Defeitos tratados com CM-MSCsBMP9, As
micrografias de maior aumento representadas nas imagens K-L correspondem as regifes definidas pelos
guadrados com bordas continuas nas imagens I-J. O inset presente nas imagens K-L representa os quadrados com
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bordas tracejadas nas figuras 1-J. Barra de escala: 1-J: 2,25 mm; K-L: 100 pum; K-L (inset): 50 pm.
Representacdo: ob: osteoblasto, ot: ostedcito, cl: linha cimentante, Ib: osso lamelar e bv: vaso sanguineo.

5 DISCUSSAO

Os efeitos das BMPs em celulas osteoblasticas sdo amplamente discutidos na
literatura. No entanto, a BMP-9, considerada uma das proteinas mais osteogénicas, ainda é
pouco explorada (HERRERA et al., 2013; WANG et al., 2013). Por ser uma proteina secretada
para 0 meio extracelular (WAN et al., 2014), neste estudo, avaliamos os efeitos do secretoma
de MSCsBMP® presente no meio condicionado, sobre a diferenciagdo osteobléastica de MSCs e
0 reparo de defeitos 6sseos criados em calvaria de camundongos. Juntos, nossos resultados
mostram que a atividade osteogénica deste secretoma foi favoravel tanto in vitro quanto in vivo.

Antes de investigar o potencial osteogénico do CM-MSCsBMP-0 a expressdo de Bmp-
9 foi avaliada em MSCsY"R e MSCsBMP°, Como esperado, uma quantidade significativa de
expressdo do gene Bmp-9 foi detectada apenas em MSCsEBMP®, confirmando a eficiéncia da
tecnologia CRISPR-Cas9 como ferramenta de edicdo génica e corroborando nossos achados
anteriores (FREITAS et al., 2021). Além disso, a presenca de BMP-9 no CM-MSCsBMP-®
indicou que essa proteina é secretada para o0 meio extracelular, um achado fundamental para o
progresso deste estudo (WAN et al., 2014). Vale ressaltar que a BMP-9 circulante é pouco
expressa em organismos adultos, variando de 2 a 10 pg/mL, tornando a superexpressdo uma
abordagem interessante na investigacdo do seu potencial terapéutico. Além disso, mesmo em
baixas concentracdes, a partir de 50 pg/mL, a BMP-9 pode exercer efeitos biolégicos; o que
corrobora os efeitos do secretoma de MSCs®MP° em termos de inducio da diferenciacéo
osteoblastica e formacéo 6ssea (BIDART et al., 2012; VAN BAARDEWIJK et al., 2013; WEI
etal., 2014).

Em nossos estudo, aos analisarmos a expresséo proteica de BMP-9 por ELISA no meio
condicionado por MSCsBMP-® identificamos a presenca dessa proteina por até 24 horas, o Gltimo
periodo avaliado; no entanto, a quantidade maxima foi medida apds a primeira hora (206
pg/mL), tornando este periodo o de escolha para a coleta do CM para realizacdo dos
experimentos seguintes. Os fatores que regulam a estabilidade e o ritmo de secre¢do da BMP-
9 ainda néo sdo claros; entretanto, sua estabilidade pode estar relacionada com a regulacéo do
seu potencial redox, bem como pela protedlise (WEI et al., 2014). Sabe-se que os dimeros da
BMP-9 podem apresentar-se de duas maneiras: uma forma D — na qual estdo ligados por uma
ligacdo covalente do tipo dissulfeto, ou na forma M — ausente de ligacdes covalentes (KNAUS;
SEBALD, 2001). A clivagem dependente de redox do dimero da BMP-9, quando ligado de

forma n&o covalente, pode fornecer uma via natural de degradacdo para esta proteina. Assim,
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as fracbes de BMP-9 ligadas covalentemente permanecem estaveis e resistentes aos processos
de protedlise (VAN BAARDEWIJK et al., 2013). As duas formas podem ser convertidas uma
na outra, o que afeta diretamente o potencial redox, causando impacto direto na estabilidade e
degradacdo de BMP-9 produzida no organismo, o que pode explicar sua baixa expressao nos
individuos (WEI et al., 2014).

Antes de avaliarmos o potencial do meio condicionado por MSCsBMP no tratamento
de defeitos 0sseos, avaliamos seu efeito sobre a migracdo e viabilidade celular, além de sua
capacidade frente a diferenciacdo osteoblastica de células MSCs obtidas da medula éssea de
camundongos. Ressaltamos que utilizamos apenas o secretoma (meio condicionado), sem
adicdo de qualquer biomaterial ou meio quimico de diferenciacdo osteoblastica como &cido
ascorbico, dexametasona e o B-glicerofostato associado ao meio de cultura celular (FREITAS
et al., 2019; YE et al., 2022; SOUZA et al., 2023). Além disso, para avaliarmos somente 0s
efeitos do secretoma, removemos o SFB do CM uma vez que este é comumente utilizado na
suplementacdo de meios de cultura por serem abundante fonte de fatores de crescimento, de
adesdo, hormonios e lipidios (ZAKI et al., 2019).

A migracio e viabilidade de MSCs cultivadas em CM-MSCs'"R e CM-MSCsBMP-°
aumentaram ao longo do tempo. Embora sem diferenca estatisticamente significativa, foi
perceptivel que mais MSCs migram quando cultivadas em CM-MSCsBMP® em comparagdo
com CM-MSCs"PR em 96 horas (média de 84% e 58% de area fechada, respectivamente) o que
pode estar associado a capacidade dessas células de proliferar e migrar em resposta a estimulos
especificos do seu processo de homing (FU et al., 2019). Esses eventos sdo estimulados por
fatores secretados ou adicionados exogenamente, como Fator 1 derivado de células estromais
(SDF-1 ou CXCL12), OPN, Fator bésico de crescimento de fibroblastos (bFGF), Fator de
crescimento endotelial vascular A (VEGFA), Fator de crescimento semelhante a insulina 1 e 2
(IGF-1 e IGF-2), Fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF), TGF-B, além da propria
proteina BMP-9, que pode ser encontrada no meio condicionado (CHENG et al., 2003;
SCHMIDT et al., 2006; BALL et al., 2007; ZOU et al., 2011; KOWALSKI et al., 2016;
DUBON et al. , 2018). Em conjunto, embora ndo quantificados, é possivel que alguns desses
fatores estejam aumentados no CM-MSCsBM™° uma vez que a expressio de genes relacionados
a via de sinalizacdo TGF-B/BMP foi regulada positivamente pela superexpressio de BMP-9
(FREITAS et al., 2021).

Além disso, outra hipdtese para esse achado pode estar relacionado com fatores
mecénicos que regulam a proliferacdo e migracdo de MSCs, como a rigidez da matriz e a

microgravidade, fatores que precisam ser ainda investigados. Quanto a rigidez da matriz,
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mesmo em um ambiente com igual gradiente de quimiotaxia, MSCs apresentaram maior
migracdo em superficies/substratos macios quando comparados aos mais rigidos, pela
polarizacdo do citoesqueleto e da actina funcional, informacéo relevante quando comparamos
as placas de cultura com os tecidos biologicos propriamente ditos (SAXENA et al., 2018). O
mesmo vale para a gravidade, visto que em situagOes de microgravidade estimulada ou
modelada, houve diminuicéo da proliferacdo e migracdo celular por uma reorganizagéo da F-
actina e aumento da rigidez celular, fato que pode estar relacionado com o armazenamento das
placas de cultura durante a incubacdo, uma vez que alteracdes na posicdo da placa ou até
alteracOes nas prateleiras de armazenamento sdo inevitaveis na rotina laboratorial (PLETT et
al., 2004; MAO et al., 2016).

O efeito positivo do CM-MSCsBMP® sobre a diferenciacio osteoblastica de MSCs
foram observados por meio da avaliacdo dos marcadores osteoblasticos classicos como
RUNX2, ALP E OPN, os mesmos avaliados por outros pesquisadores (LIAN et al., 2006;
MILLAN, 2013). A expressdo génica dos marcadores iniciais ou intermediarios da progressao
da diferenciacio osteoblastica, Runx2 e Alp, ndo foi afetada por CM-MSCsBMP-°, enquanto Opn
foi regulado positivamente. Os marcadores 0sseos fenotipicos RUNX2, ALP, expressao da
proteina OPN e atividade de ALP mostraram claramente que o secretoma MSCsBM?- aumentou
a diferenciacdo osteoblastica das MSCs, o que concorda com o aumento da diferenciacdo
osteoblastica das MSCs induzida pelo secretoma de células HEK-293 ou HCT116
superexpressando BMP-9 (TANG et al.,, 2009; LI et al., 2016). Este achado pode estar
relacionado a dindmica do processamento da informacdo génica por meio da transcricdo e
traducdo, uma vez que ha uma baixa correlacao entre a expressao de RNA mensageiro (RNAm)
devido, em parte, aos mecanismos de regulacdo pés-transcricdo e pés-traducao (WHITEHEAD
et al., 2006; MAIER; SERRANO, 2009; LOEBEL et al., 2015).

Para abordar uma possivel aplicacdo clinica futura, o potencial osteogénico do
secretoma de MSCsBMP9 foi avaliado em termos de sua capacidade de induzir o reparo 6sseo.
Em geral, os parametros morfométricos demonstraram maior formagdo 0ssea nos defeitos
tratados com CM em comparagdo com 0s ndo tratados, com clara vantagem para os defeitos
tratados com CM-MSCsBM™® o que foi corroborado pela analise histoldgica que também
mostrou a auséncia de qualquer reacdo adversa sinais independentemente dos tratamentos.
Além disso, notou-se formagdo 6ssea no centro dos defeitos tratados com CM-MSCsBMP-0
préximo a vasos sanguineos que podem estar relacionados ao potencial osteogénico e
angiogénico da BMP-9 (HERRERA et al., 2013; WANG et al., 2013; SUZUKI et al., 2010).

Esses achados concordam com o aumento da formagdo Ossea observado em estudos
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experimentais que usaram diferentes abordagens para fornecer BMP-9 ao local do defeito (LEE
et al., 2019; ZHANG et al., 2019; FREITAS et al., 2021). Como o0 secretoma de MSCsBMP-°
aumentou a formagdo Gssea, comparamos o potencial osteogénico de CM-MSCsBMP® com
MSCsBMP® - ambos injetados diretamente em defeitos da calvaria, e observamos que o0
secretoma foi mais eficaz do que as células para induzir o reparo 6sseo. Este € um achado
interessante que pode estar relacionado & entrega direta de BMP-9 combinado com o secretoma
de MSCsBMP9 a0 local do defeito 6sseo, em vez da necessidade de sintese e secrecdo de BMP-
9 pelas MSCsBMP9 injetadas.

Em conclusdo, o secretoma de MSCs editadas por CRISPR para superexpressarem
BMP-9 favoreceu a diferenciagdo osteoblastica de MSCs. Inclusive, estd de acordo com
resultados obtidos em estudos anteriores, onde, MSCsBMP-® induziu maior formacio Gssea que
MSCsVPR (FREITAS et al., 2021). Além disso, até onde sabemos, este é o primeiro estudo a
mostrar que o secretoma de MSCs®MP® melhorou efetivamente a formagio 6ssea em defeitos
da calvaria de camundongos em comparagdo com o secretoma de MSCsYPR ou mesmo com as
proprias MSCsBMP, Esses resultados promissores abrem caminho para novas investigacdes
sobre abordagens baseadas em terapias cell free, como a aplicagio de exossomos de MSCsEMP-
® para promover a regeneragdo Ossea de defeitos desafiadores no campo da cirurgia buco-
maxilo-facial, implantodontia, periodontia e ortopedia.

6 CONCLUSAO

e MSCs editadas geneticamente por CRISPR-Cas9 para superexpressar BMP-9 secretaram
BMP-9 para 0 meio de cultura.

e O secretoma (meio condicionado) de MSCs que superexpressam BMP-9 favoreceu a
diferenciacdo osteoblastica de MSCs quando comparado ao secretoma de MSCs que nédo
superexpressam BMP-9.

e O secretoma de MSCs que superexpressam BMP-9 favoreceu o reparo 6sseo em defeitos
criados em calvarias de camundongos quando comparado ao secretoma de MSCs que nao
superexpressam BMP-9.

e O secretoma de MSCs que superexpressam BMP-9 favoreceu o reparo 6sseo em defeitos
criados em calvarias de camundongos quando comparado a MSCs que superexpressam
BMP-9.
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APENDICE |
Figura 6: Citometria de fluxo. Confirmag&o da presenca do RNA guia em MSCsVPR (tubo 001, passagem 16) e

MSCsBMP-9 (tubo002, passagem 16) aos 3 dias de cultura em meio de crescimento nao indutor MEM 20% por meio
da andlise de marcacéo GFP positivo.
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ANEXO |

Termo de aprovacdo para realizacio da pesquisa, por meio da Comissdo Etica no Uso de

Animais (CEUA) da Faculdade de Odontologia de Ribeirdo Preto.
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Comissio de Etica no Uso de Animais

)’ 'Y.a
v

Of. CEUA 045/2020 Ribeirdo Preto, 17 de junho de 2020.

Ref. processo n° 2020.1.219.58.6

Senhor (a) Pesquisador (a),

Informamos que a Comissdo de Etica no Uso de Animais da FORP, em sua 772
Sessdo, realizada em 17/06/2020, APROVOU os procedimentos éticos apresentados no Protocolo
sobre a Pesquisa intitulada: “Efeito do meio condicionado por células-tronco mesenquimais com
superexpressdo de proteina 0ssea morfogenética 9 na diferenciagiio osteobldstica e na regeneragdo Gssea”,

emitindo o certificado anexo.

Informamos, também, que deverd ser entregue na Secretaria da CEUA, até
30/07/2022, o Relatério Final contendo os resultados e/ou resumo do trabalho publicado.

Atenciosamente,

a. Dra. Andiara De Rossi Daldet_\;an
Coordenadora da Comisséo de Etica no Uso de Animais

IImo(a). Sr(a).

Prof. Dr. Marcio Mateus Beloti
Departamento de Biologia Basica e Oral
desta Faculdade

AAFN/vgpr

AVENIDA DO CAFE $/N° - TEL: (16) 3315-0251/4123- FAX: (16) 3315-4102
14040-904 — RIBEIRAO PRETO — SP- BRASIL

51



ANEXO II

Relatdrio final de atividades realizadas em estagio de pesquisa no exterior (BEPE-FAPESP).

Cnlo St()p cancer

Spanish National
Cancer Research Centre
(CNIO)

Maria A. Blasco, Ph.D.
Director

Melchor Fernandez Almagro, 3
28029 Madrid, Spain
Phone (+34) 91 7328000

WWW.cnio.es

Madrid, 13t% February, 2023

To whom it may concern,

I declare that Robson Diego Calixto, a postgraduate student (master) in Oral
Biology at the Faculty of Dentistry of Ribeirao Preto (FORP) of the University
of Sao Paulo (USP) carried out his fellowship (BEPE-FAPESP) in the
Telomeres and Telomerases Group, under my supervision, from g4t
August 2022 to 3ot January 2023, where he developed the research
project entitled “Reprogramming differentiated somatic cells into inducible
pluripotent cells (iPS) as a tool for regenerative medicine” with exclusive

dedication.

Yours sincerely,

W

Maria A. Blasco

Scientific Director of the Spanish National Cancer Research Center
Telomeres and Telomerase Group

Spanish National Cancer Center (CNIO)

3 Melchor Fernandez Almagro Street

28029 Madrid - Spain
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1 RESUMEN DEL PROYECTO PROPUESTO

La terapia celular con células madre derivadas de diferentes tejidos corporales ha sido objeto
de investigaciones cientificas en el campo de la salud por ser una alternativa prometedora para
el tratamiento de enfermedades dGseas. Entre los tipos conocidos de células madre, se sabe que
las células madre embrionarias (ES) tienen una alta plasticidad y un gran potencial de
autorrenovacion, lo que aumenta su capacidad de diferenciarse en todos los tejidos del cuerpo,
excepto los anexos embrionarios. Para saltear los problemas éticos de obtencion de las mismas
y aspectos moleculares de inmunocompatibilidad, la aparicion de células pluripotentes
inducidas (iPSs), obtenidas a partir de la reprogramacion génica de células somaticas, se
presenta como una alternativa viable en el campo de la medicina regenerativa, la cual puede
conducen a la generacion de diversos linajes celulares con fenotipos especificos, como los
osteoblastos (OBs). En este contexto, los objetivos de este proyecto fueron (1) inducir la
reprogramacion de fibroblastos embrionarios (MEFs) obtenidos de ratones para convertirlos en
células pluripotentes inducidas en un modelo in vitro y (2) evaluar el potencial de diferenciacion
de estas células reprogramadas células en OBs obtenidos a partir de una induccion fisico-
quimica in vitro. Los datos cuantitativos se sometieron a una prueba de normalidad para
determinar la prueba estadistica adecuada y, posteriormente, se analizaron utilizando el
software Statistical Package for Social Science (SPSS, IBM, EE. UU., v. 24.0) con un nivel de
significancia establecido en 5%. Al someter las iPSs reprogramadas de MEFs en cultivo con
medio de diferenciacion osteogénica, se not6 un efecto estadisticamente significativo tanto en
el &mbito genotipico como fenotipico en las OBs inducidas por diferenciacion fisico-quimica,
donde hubo un aumento en la expresion génica y proteica de marcadores osteoblasticos
importantes en este proceso ademas de un aumento de la actividad fenotipica de ALP in situy
mineralizacion de la matriz extracelular de OBs obtenidos a partir de iPSs. Ademas, nos dimos
cuenta de que esta induccion fisico-quimica para la diferenciacion es capaz de conducir a
alteraciones considerables de los marcadores genéticos de los componentes del complejo
Shelterin de telémeros y componentes de la telomerasa, lo que puede influir en los patrones
epigenéticos y el éxito de la diferenciacion osteoblastica de las iPSs. Asi, a través de este estudio
pudimos probar nuestra hip6tesis y demostrar que estas células tienen un gran potencial
osteogénico para su uso en terapia celular y medicina regenerativa dirigida a enfermedades del
tejido Oseo.

Palabras clave: células pluripotentes inducidas; tejido déseo; osteoblasto; terapia celular,
telomeros y telomerasa.

2 ACTIVIDADES REALIZADAS EN EL PERIODO
Este reporte final describe las actividades cientificas desarrolladas entre agosto de
2022 y enero de 2023, durante el desarrollo de la pasantia de investigacion en el extranjero
(proceso BEPE-FAPESP n° 2022/00168-8). El proyecto de investigacion en cuestion se
desarroll6 con el “Grupo de Telomeros y Telomerasa” del Centro Nacional de Investigaciones
Oncoldgicas (CNIO) en Madrid/ES, bajo la supervision de la Dra. Maria Antonia Blasco
Marhuenda y co-supervision del Dr. Marcio Mateus Beloti de la Facultad de Odontologia de
Ribeirdo Preto (FORP-USP).
En los primeros dias como integrante del grupo, ademas de las pautas generales de

funcionamiento del centro, participé de varias capacitaciones tedricas y practicas, entre ellas el
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curso de bioseguridad para trabajos de laboratorio, curso de cultivo celular, curso de
manipulacion de organismos genéticamente modificados y el curso de brigada de fuego.
Ademas, el centro me permitio clases semanales para la mejora tanto del espafiol como la lengua
inglesa.

Tras superar la prueba final realizada por el CNIO respecto a los cursos de formacion
realizados, se me permitié el acceso a las salas de cultivo celular y edicion de genes, pudiendo
asi iniciar mis propios experimentos. Como el periodo de practicas de investigacion en el
extranjero era de solo 6 meses, se decidio que no tomaria el curso especifico para el manejo de
animales en el centro ya que este duraria 9 meses; asi, acompafié a una investigadora del grupo,
la Dra. Rosa Maria Marion, en la obtencion de fibroblastos embrionarios (MEFs) obtenidos de
ratones gentilmente donados por ella para el desarrollo de esta investigacion.

Tras la obtencion de las células MEFs, iniciamos el proceso de reprogramacion celular
mediante la sobreexpresion de los factores Yamanaka (los genes Sox2, Oct4 y KIf4) inducida
por la construccion de un retrovirus en células HEK-293T para posteriormente realizarnos las
infecciones seriadas del cultivo primario de las células MEFs. Una vez realizado este proceso,
se estimulo la reprogramacion cambiando diariamente el medio de cultivo de iPSs, hasta
obtener las colonias reprogramadas. Debido ser un experimento complejo, tuvimos que repetir
este proceso cuatro veces, probando diferentes concentraciones y combinaciones de polibreno
y virus, hasta lograr la reprogramacion de las células.

Una vez obtenidas las iPSs, comenzamos la segunda etapa del proyecto, que consistio
en evaluar el potencial osteogénico de estas células reprogramadas para diferenciarse en
osteoblastos in vitro mediante diferenciacion fisico-quimica utilizando un medio de
diferenciacion osteoblastica (medio de cultivo suplementado con acido ascorbico, beta-glicerol
fosfato y dexametasona) bien consolidados en la literatura y ampliamente utilizados por nuestro
grupo de investigacién en la FORP-USP para la diferenciacion de células-madre
mesenquimales (MSCs). Inicialmente, en el proyecto original presentado a la FAPESP, nos
comprometimos a realizar dos pruebas fenotipicas para evaluar el potencial osteogénico de estas
células: el ensayo de fosfatasa alcalina (ALP) in situ y el ensayo para evaluar la matriz
extracelular mineralizada. Asi, ademas de llevar a cabo lo previsto, también completamos la
metodologia de este estudio evaluando el grado de éxito del experimento de transfeccion
mediante la evaluacion de la expresion génica relativa de los factores de Yamanaka por la
técnica de PCR en tiempo real, caracterizacion morfoldgica de iPSs y la expresion génica y
proteica de sus marcadores de identidad por la técnica de PCR en tiempo real y Western Blot,

ensayo de viabilidad celular por fluorescencia directa y la evaluacion de la expresion génica de
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marcadores osteoblasticos también por la técnica de PCR en tiempo real y Western Blot . Como
el tiempo de experimentacion fue limitado y considerando el objetivo y el enfoque del grupo
de investigacion al que estuve insertado, como una forma de contribuir con los datos del grupo,
también evaluamos la expresion genica por PCR en tiempo real de marcadores del complejo
Shelterin asociados con la actividad de los teldmeros asi como los marcadores de actividad de
la telomerasa, que es la responsable del correcto funcionamiento de los telomeros. Estos datos
adicionales, ademas de contribuir al conocimiento del grupo, también abren muchas
posibilidades para futuros estudios, pensando principalmente en la regulacién epigenética de
las células iPSs durante la diferenciacion osteoblastica.

Actualmente, el CNIO, el espacio al que me dediqué en este proyecto, es un centro de
renombre internacional y esta considerado como el mayor centro de investigacion en oncologia
de Europa. Dirigido por la Dra. Maria Blasco, investigadora con mas de 36.000 citaciones
cientificas y un indice h de 101 en la plataforma Scopus, tiene una amplia experiencia en
estudios relevantes para la edicion de genes utilizando un espectro de enfoques de biologia
molecular y bioingenieria genética, principalmente en el estudio de iPSs y regulacion
epigenética de telémeros y telomerasa para el tratamiento de enfermedades oncoldgicas. Su
grupo de investigacion estd formado por 15 investigadores doctores y posdoctorales de 13
paises distintos (Espafia, Portugal, Italia, Francia, India, Dinamarca, China, Grecia, Reino
Unido, México, Holanda, Alemania y Arabia Saudita), con los que nos reunimos semanalmente
para discutir todos los experimentos realizados por el grupo. Ademas de este intercambio de
experiencias profesionales y culturales, la experiencia con la Dra. Blasco también me permitié
contactar con varios investigadores internacionales fuera del centro, en lo que, ademas de las
ponencias presentadas por mi en otros lugares de Europa, también me permitid tener contacto
directo con el Dr. Yamanaka, el ganador del Premio Nobel de Medicina en 2012 por el
descubrimiento de las iPSs (Adjunto 1 e 2).

Resaltamos que los logros académicos adquiridos a partir de esta experiencia en el
exterior impactaran positivamente a nuestro grupo de investigacion de la FORP-USP a partir
de ahora, tanto desde el punto de vista técnico como intelectual. Ademas del proceso de
internacionalizacion y la sélida alianza establecida con un laboratorio de gran reconocimiento,
nuestra perspectiva y herramientas se han incrementado en la busqueda de un tratamiento
totalmente efectivo para las enfermedades que afectan el tejido 0seo, a través de la terapia
celular y la medicina regenerativa. Como una forma de transferir el conocimiento obtenido,

continuaremos este estudio a través de un proyecto de doctorado (que ya presentamos a la
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articulos y resimenes en congresos académicos de circulacion nacional e internacional.

3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo general

Investigar el potencial de las células pluripotentes inducidas (iPSs) en la diferenciacion de
osteoblastos (OBs) in vitro a partir de la reprogramacion biomolecular de células somaticas

diferenciadas.

3.2 Objetivos especificos

- Inducir la reprogramacion de fibroblastos embrionarios (MEFs) obtenidos de ratones para que
se conviertan en iPSs en un modelo in vitro;

- Evaluar el potencial de diferenciacion de iPSs a OBs a partir de la induccién fisico-quimica

en un modelo in vitro.

4 MATERIALES Y METODO
4.1 Culturay generacion de células iPSs de raton

La reprogramacion de MEFs primarios derivado de embriones de raton C57BL6 tipo
salvaje, cultivados en medio DMEM con FBS al 10% (Lonza, Bélgica) — fue realizado
esencialmente como si se describié Blelloch et al. (2007). Después del cultivo y expansion de
los MEFs, se reprogramd las iPSs a través de una infeccion retroviral. Proximamente fueron
producidas sumas retrovirales en células HEK-293T (5 x 10° células por placa de 100 mm de
diametro) y transfectadas con 4 pg del plasmido de empaquetamiento ecotrdpico pCL-Eco
(#12371, Addgene, USA) junto con 4 pg de las siguientes construcciones retrovirales: pMXs-
Sox2 (#13367, Addgene), pMXs-Oct4 (#13366, Addgene) y pMXs-KIf4 (#13370, Addgene).
Las transfecciones fueron realizadas utilizando el reactivo de transfeccion Fugene-6 (#E269A,
Promega, USA) de acuerdo con el protocolo del fabricante. A los 2 dias, se recogieron los 10
mL en serie de los sobrenadantes retrovirales durante las siguientes 48 horas a intervalos de 12
horas, afiadiendo cada vez medio fresco a las células (10 mL). Las células MEFs fueron
sembradas en el dia anterior (1-3 x 10° células por placa de 60 mm de diametro) y recibié 1 mL
de cada uno de los sobrenadantes retrovirales correspondientes (ya sea un total de tres). Este
procedimiento se repitié cada 12 h durante 2 dias (un total de cuatro adiciones). Una vez
completada la infeccidn, el medio se reemplaz6 con medio ES estandar (Sigma-Aldrich, EUA).

Los cultivos se mantuvieron con cambios diarios de medio. Tan pronto como 15 dias después,
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las colonias con morfologia similar a ES se hicieron visibles en el microscopio. Las colonias se
recogieron después de 2-3 semanas y se expandieron en feeders inactivos de fibroblastos
utilizando procedimientos estandar. Para la cuantificacion de la eficiencia de la transfeccion
retroviral de las células HEK-293T se midid la expresion génica relativa. Ya para la
cuantificacion de la eficiencia de generacion y caracterizacion de las iPSs por la transduccion
retroviral, ademas de la visualizacion de la morfologia microscopica muy especifica, se midio
la expresion génica de Nanog Homeobox (Nanog) y Octamer-Binding Transcription Factor 4

(Oct4), asi como la expresion proteica relativa de NANOG.

4.1.1 Evaluacion de la eficiencia de la transfeccién retroviral de HEK-293T por PCR en tiempo

real

A las 24 horas después de la Gltima transfeccion retroviral de las células HEK-293T con los
factores de Yamanaka, se evaluo la expresion de los genes SRY-Box Transcription Factor 2
(Sox2), Oct4 y KLF-Transcription Factor 4 (KIf4) mediante la técnica de PCR en tiempo real.
La extraccion de ARN total se realizo con el kit RNeasy® Mini Handbook (#HB-0435, Qiagen,
EUA), de acuerdo con las recomendaciones del fabricante. Luego, se cuantificd el ARN total a
partir de 2 pL de muestra en el dispositivo NanoVue (GE Healthcare, EUA) y se determiné su
integridad mediante electroforesis microfluidica utilizando el dispositivo Agilent Bioanalyzer
2100 y ARN 6000 Nano Chips (Agilent Technologies, EUA), de acuerdo con las
recomendaciones del fabricante.

La caracterizacion del ARN mensajero de buena calidad se verifico visualizando dos
subunidades ribosémicas caracteristicas de los eucariotas (18S y 28S). Luego, la hebra de ADN
complementaria (CADN) se hizo a partir de 1 pg de ARN total. Este procedimiento se realiz6
en el termociclador MWG Biotech Primus 96 Plus Digital PCR Thermal Cycler (Wave Biotech,
EUA) mediante reaccion con la enzima transcriptasa inversa, utilizando el kit iScript™ ¢cDNA
Synthesis Kit (#1708890, Bio-Rad, EUA) de acuerdo con las recomendaciones del fabricante.
Las reacciones de PCR en tiempo real para cuantificar la expresion genica se realizaron
utilizando el sistema de sonda Sybr Green utilizando el kit GoTag® Master Mix (#M7123,
Promega) en un dispositivo StepOnePlus (Thermo Fisher Scientific, EUA). Las reacciones se
realizaron por triplicado (n = 3) con un volumen final de 15 pL que contenia 7,5 pL del GoTaq
Master Mix (2X), 3,5 pL de agua Nuclease-Free, 1 pL del primer reverse del gene diana, 1 pL
del primer forward del gene diana 'y 2 puL del cCADN. La reaccion de amplificacion consistié en
una secuencia de 2 minutos a 95°C para la desnaturalizacion, 40 ciclos en 60°C por 20 segundos

para el anillamiento, 30 segundos a 72°C para la extension y una extension final a 72°C por un
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tiempo de 5 minutos. En la secuencia fue realizada la curva de disociacion para la verificacion
de la especificidad de los productos de la amplificacion.

Los resultados fueron analizados en base al valor de Ct (Cicle threshold) y normalizados
por el gene de referencia Eukaryotic Translation Initiation Factor 2f (Eif2f3), segun el método
comparativo de 2-99t (Livak y Schmittgen, 2001), siendo el control las células HEK-293T que
no pasaron por transfeccion retroviral. Las secuencias forward y reverse de los genes se

encuentran en la tabla 1

Tabla 1: Secuencias sense y anti-sense de los primers de ratén utilizados para el RT-PCR.

Gene Primers sense (E) e anti-sense (R)
(secuencia 5> — 3°)
Sox2 GGACTTCTTTTTGGGGGACT
CGCCTAACGTACCACTAGAACTTT
Octd CAGCAGATCACTCACATCGCCA
GCCTCATACTCTTCTCGTTGGG
Klf4 GAAGACGAGGATGAAGCTGAC
TGGACCTAGACTTTATCCTTTCC
Eif2p ACCTCCCTGGAATACTCTGACT
TCGCCCCGTCTTTGATGAAT

4.1.2 Evaluacién de la eficiencia de la generacion de iPS por PCR en tiempo real

A los 3 dias, se evalud la expresion génica de Nanog y Oct4 mediante la técnica de
PCR en tiempo real en células iPSs generadas y las MEFs utilizadas en el proceso de
reprogramacion celular, como se describi6 en la seccion anterior. Las secuencias forward y
reverse de los genes se encuentran en la tabla 2.

Tabla 2: Secuencias sense y anti-sense de los primers de ratén utilizados para el RT-PCR.

Gene Primers sense (F) e anti-sense (R)
(secuencia 5’ — 3°)
Nanog GAACGCCTCATCAATGCCTGCA
GAATCAGGGCTGCCTTGAAGAG
Octd CAGCAGATCACTCACATCGCCA
GCCTCATACTCTTCTCGTTGGG

4.1.3 Evaluacion de la eficiencia de la generacién de iPS por western blot

A los 3 dias, se evalud la expresion de la proteina NANOG (42 kDa) mediante la técnica de
western blot. Las células iPSs y MEFs fueran lisadas con tampén RIPA
(Radioimmunoprecipitation Assay) mediante ultrasonido (Misonix, EUA) y la proteina total se
cuantifico en el dispositivo NanoVue (GE Healthcare) utilizando una longitud de onda de 280
nm. Utilizaron geles de acrilamida NUPAGE 4-12% Bis Tris Gel 1,5mm x 10 well (Invitrogen)
ensamblados en aparato propio y con tampdn de corrida. Se utilizaron muestras que contenian
30 pg de proteina y, para identificar el peso molecular de las proteinas, se utilizé el marcador
Precision Plus Protein Kaleidoscope (Bio-Rad Laboratories) que identificd bandas entre 10 y
250 kDa. Las proteinas se transfirieron de los geles a la membrana Amersham Protan Premiun

0,45 um NTC — Nitrocellulose Blotting Membrana (Cytiva, Reino Unido) utilizando un aparato
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de transferencia humeda (Bio-Rad Laboratories). La membrana se mantuvo durante 1 hora en
tampdn salino con Tris y Tween-20 al 0,1 % (TBS-T, Sigma-Aldrich) que contenia leche
desnatada al 5 % (Bio-Rad Laboratories) para blogueo de los sitios inespecificos. Después de
bloquear los sitios no especificos, la membrana se incubd durante la noche a 4 °C con el
anticuerpo primario especifico anti-NANOG (conejo monoclonal, 1:1000, Cell Signaling,
#8822) y luego con el anticuerpo secundario conjugado IRDye 800CW IgG durante 40 minutos
a temperatura ambiente (anti-conejo, 1:10000, Li-Color, #926-32211). Para la inmunodeteccion
se utilizo el reactivo Western lightning plus-ECL (Perkin Elmer Life Sciences, EUA) vy el
sistema de adquisicion de imégenes en gel G-Box (Syngene). Para el marcaje de la proteina
constitutiva, se tratd la membrana con Re-blot Plus Strong (Millipore, EUA) y se incubd durante
la noche a 4 °C con el anticuerpo primario anti-SMC1 (monoclonal de conejo, 1:10000, Bethyl
Laboratories, #A300-055A) y luego con el anticuerpo secundario conjugado IRDye 800CW
IgG durante 40 minutos a temperatura ambiente (anti-conejo, 1:10000, Li-Cor, #926-32211)
durante 40 minutos a temperatura ambiente. Las imégenes de las bandas relacionadas con la
expresion de las proteinas de interés se adquirieron mediante el equipo de gel G-Box (Syngene,
Reino Unido) y los datos cuantitativos (n = 3) se obtuvieron mediante el software GeneSnap
(SynGene). La expresion de la proteina constitutiva SMC1 (165 kDa) se utilizé para normalizar
la expresion de la proteina evaluada.

4.2 Diferenciacién de iPS en osteoblastos (OB) y evaluacion del potencial osteogénico

Las iPS derivadas de las MEFs se obtuvieran como se describio en el item 4.1 y se cultivé en
la densidad de 1 x 10* células/pozo para placas de cultivo de 24 pozos (Corning Incorporated)
y 2 x 10° células/pozo para placas de cultivo de 24 pozos (Corning Incorporated) que contenian
medio osteogénico. Este medio osteogénico estaba compuesto por el medio inductor de no
diferenciacion suplementado con 5 pg/mL de acido ascorbico (Gibco-Life Technologies), beta-
glicerofosfato 7 mM (Sigma-Aldrich) y dexametasona a 10" M (Sigma-Aldrich). En cuanto al
medio no inductor, estaba compuesto por un medio minimo esencial D-MEM (Invitrogen-Life
Technologies) complementado con 10% de suero fetal bovino (Gibco-Life Technologies) y 1%
de penicilina-estreptomicina (Gibco-Life Technologies). Se analiz6 la viabilidad celular de las
iPSs y para evaluar el potencial osteogenico sobre las células iPS, se evaluo la expresion genica
y proteica de marcadores osteoblasticos, asi como la actividad de la fosfatasa alcalina (ALP) in

situ y la formacion de matriz extracelular mineralizada.

4.2.1 Viabilidad celular
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Alas 0, 24, 72 y 120 horas se evalud la viabilidad celular de las células iPSs sometidas y no
sometidas al cultivo en medio osteogénico (MTS), mediante el conteo del nimero total de
células por fluorescencia. Para eso, se prepar6 una mezcla de conteo utilizando 18 pL de la
muestra de células a contar mas 2 pL del marcador fluorescente Acridine Orange / Propidium
Lodide Stain (Logos Biosystems, Francia) almacenado en la nevera a 4°C. Después de la
preparacion, la mezcla fue afiadida en una lamina de lectura propria en el dispositivo LUNA
FL™ Dual Fluorescende Cell Counter (Logos Biosystems) para contaje. Las células nucleadas
con fluorescencia verde se consideraron viables, ya que el naranja de acridina impregna la
membrana de las células viables y se une a los acidos nucleicos, emitiendo una fluorescencia

verde cuando se une al dsDNA.

4.2.2 Expresién génica de los marcadores osteoblasticos por PCR en tiempo real

Alos 3,5,7,10, 14, 17 y 21 dias, se evaluo la expresion génica de Runt-Related Transcription
Factor 2 (Runx2), Osteocalcin (Oc) y Osterix (Osx) mediante la técnica de PCR en tiempo real
en las células iPSs cultivadas en medio osteogénico, como se describid en la seccién 4.1.1. Las
secuencias forward y reverse de los genes se encuentran en la tabla 3. Las significancias
estadisticas se encuentran en la tabla 4 (Apéndice 1), una vez que no fue posible afiadillas en la
representacion grafica.

Tabla 3: Secuencias sense y anti-sense de los primers de ratén utilizados para el RT-PCR.

Primers sense (F) e anti-sense (R)
Gene .
(secuencia 5’ — 3°)

RUNX2 ATACCCCCTCGCTCTCTGTT

ACATAGGTCCCCATCTGCCT

oc TTCTGCTCACTCTGCTGACC
GCTTGGACATGAAGGCTTTGT

Osx TGCTTCCCAATCCTATTTGC

AGCTCAGGGGGAATCGAG

4.2.3 Expresién proteica del marcador osteobléstico por western Blot

A los 14 dias, se evalud la expresion proteica de RUNX2 (55-52 kDa) mediante la técnica de
western blot en las células iPSs cultivadas en medio osteogénico, como se describio en la

seccion 4.1.3.

3.2.4 Actividad de la fosfatasa alcalina (ALP) in situ

A los 10 dias de cultivo en medio osteogénico, la actividad de ALP in situ fue evaluada
cualitativamente por el método de coloracion roja de la reaccion de ligacion substrato y enzima
fosfatasa alcalina (ALP). Se retird el medio de cultivo y se lavo los pozos con solucion salina
tamponada con fosfato — PBS (Sigma-Aldrich) que estaba en temperatura ambiente. Las células
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fueron fijadas en los pozos con 1 mL de solucion de Formalina 10% y mantenidas en la nevera
por 24 horas a 4°C. Después, para la deshidratacion, quitd la solucion de Formalina 10% y se
afiadié la siguiente secuencia de alcohol: 1 mL de alcohol 30% por durante 1 hora en
temperatura ambiente, 1 mL de alcohol 50% por durante 1 hora en temperatura ambiente y 1
mL de alcohol 70% por durante 1 hora en temperatura ambiente. Para la coloracién de los pozos
utilizoé el kit Vector® Red Substrate Alkaline Phosphatase (#SK-5100, Vector Laboratories,
USA), donde para el preparo de la solucidn de trabajo del substrato se afiadié 5 mL del tampon
Tris-HCI 100 mM - 200 mM con pH 8,2 - 8,5 con 2 gotas (= 80 ul) del Vector Red Reagente
1, 2 gotas (= 80 ul) del Vector Red Reagent 2 y 2 gotas (= 80 pl) del Vector Red Reagent 3 que
estaban armacenados en la nevera a 4°C. La placa se qued6 durante 30 minutos en temperatura
ambiente. Luego, se retiro la solucion de los pozos, se lavé con solucién de PBS y se permitid
el secado de la placa para la adquisicién de las imagenes macroscépicas de los pozos (n = 5)
que contenian los cultivos. Las imagenes se obtuvieron digitalmente con camara de alta
resolucion (Canon EOS Digital Rebel) de 6.3 megapixeles, con lente macro EF100 f/2.8. Los
datos se representaron a través del porcentaje de area corado de las imagenes obtenidas, medido
por el software ImageJ 1.52 (National Institute of Mental Health, USA).

4.2.5 Formacion de matriz extracelular mineralizada

A los 21 dias de cultivo en medio osteogénico, se detectd la formacion de matriz extracelular
mineralizada mediante tincién con Alizarin S Red (Sigma-Aldrich). Se lavo los pozos del
cultivo con solucién de Hanks, los fijé en alcohol etilico al 70% a 4°C durante 60 minutos y se
lavd en solucién salina tamponada con fosfato — PBS y agua destilada. Luego, se color6 con la
solucién de Alizarin S Red (Sigma-Aldrich) 2%, pH 4.2, a temperatura ambiente durante 15
minutos. Después, se lavo los pozos con PBS y agua destilada. Luego, se retird la solucion, se
lavé los pozos con PBS seguido de agua destilada y se puse la placa en la temperatura ambiente
para permitir el secado y la adquisicion de las imagenes macroscépicas de los pozos (n = 5) que
contenian los cultivos. Las imagenes se obtuvieron digitalmente con cAmara de alta resolucion
(Canon EOS Digital Rebel) de 6.3 megapixeles, con lente macro EF100 f/2.8. Los datos se
representaron a través del porcentaje de area corado de las imagenes obtenidas, medido por el
software ImageJ 1.52 (National Institute of Mental Health, USA).

4.3 Perfil da expresion de genes asociados a los telémeros y la telomerasa durante da

diferenciacion osteoblastica
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Alos 3,5, 7,10, 14, 17 y 21 dias, se evalud la expresion de los genes del complejo shelterin
del telémero - Telomeric Repeat Binding Factor 1y 2 (Trfl y Trf2), Repressor / Activator
Protein 1 (Rapl), Interacting Protein 2 (Tin2), Tripeptidyl-Peptidase 1 (Ttpl), POT1-
Interacting Protein (Tppl) y Protection of Telomeres Protein 1a y 1b (Potla y Potlb) - y los
genes asociados a la telomerasa - Telomerase Reverse Transcriptase (Tert) y Telomerase RNA
Component (Terc) - mediante la técnica de PCR en tiempo real en las células iPSs cultivadas
en medio osteogénico, como se describio en la seccion 4.1.1. Las secuencias forward y reverse
de los genes se encuentran en la tabla 5. Las significancias estadisticas se encuentran en la tabla

6 (Apéndice 2), una vez que no fue posible afiadillas en la representacion grafica.

Tabla 5: Secuencias sense y anti-sense de los primers de ratén utilizados para el RT-PCR.
Primers sense (F) e anti-sense (R)
(secuencia 5’ — 3°)
TCCACTCCCTTTTCCAACAC
CCTCGCTTTCTCATTTTCCA
ACCCGCCCACAAACACAAG
TCCTCCTCCAACAGCAATCT
CCGCTACCTCAAGCACCTAC
TTCTGTGGCTCTCCGCTATC
GACACTCATCACCGCCTCTT
ACTCCTTCCCTTCCTTCTGG
TGTCCCGTCATCCAGAGTG
CCTTTCAGCCCCGTTCCT
GTGGATGGAGTGTCATTTCTCCTA
CTAAGAAAGCTTCCGATCTTTAGGG
Tppl CTACTGGGTGGTCAGCAACA

AGCCGTGGGTTACATCAAAG
Tert TGACCAGCGTGTTAGGAAGA
CAGGAGGAAAGGAGCCAGA
GGTCTTTTGTTCTCCGCCCG
CTCCTGCGCTGACGTTTGTTT

Gene

Trfl

Trf2

Rapl

Tin2

Potla

Potlb

Terc

4.4 Analisis estadistico

Todos los datos cuantitativos fueron sometidos a la prueba de adherencia a la curva
normal y homogeneidad de las varianzas. Si se detect6 la normalidad de los datos, se aplico la
prueba ANOVA seguida de su prueba post-hoc cuando necesario. De lo contrario, una vez que
la distribucién de los datos no fue normal, los datos fueron sometidos a la prueba no paramétrica
Kruskal-Wallis, seguida también de su prueba post-hoc cuando necesario. Los datos fueron
analizados en el software Statistical Package for Social Science (SPSS, IBM, USA, v.24.0) con

un nivel de significancia establecido en el 5% (p < 0,05).

5 RESULTADOS
5.1 Cultivo y generacion de células iPSs de ratones
Los pasos de la reprogramacién celular de MEFs a iPSs se muestran en la figura 1. Se

observa que, luego después de las infecciones con las construcciones virales generadas en
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células HEK-293T, asociadas a una concentracion ideal de polibreno en células MEFs en
cultivo primario, hubo la estimulacion de la reprogramacion entre el dia 10 y 15 de cultivo,
siendo que en el dia 16 las colonias ya estaban lo suficientemente maduras para ser recolectadas

y transferidas, como se esperaba.

Figura 1: Etapas de la reprogramacion celular de MEFs en iPSs vistas por microscopia dptica. A) Cultivo celular
de MEFs sin el medio de reprogramacion, B) Inicio de formacion de colonia iPSs en 10 dias (x10), C) Vista del
nlcleo celular de la colonia en proceso de formacién (x40), D) Desarrollo de colonia en 15 dias (x4), E) Desarrollo
de colonias en 15 dias (x10) y F) Maduracion de colonias en 16 dias (x10).

5.1.1 Evaluacidn de la eficiencia de la transfeccion retroviral de HEK-293T por PCR en tiempo

real

Para confirmar la eficiencia de transfeccidn de las células HEK-293T (pasaje 2) utilizadas para
construcciones retrovirales de los factores de Yamanaka, se evalud la expresion génica relativa
en estas células mediante RT-PCR 24 horas después de la ultima transfeccidén, como se muestra
en la figura 2. Se observo que tanto para el gene Sox2, Oct4 y KIf4 hubo un aumento en la
expresion relativa en las células transfectadas en comparacion con las células del grupo control
que no fueron transfectadas (p = 0.001, p = 0.0001 y p = 0.0001 respectivamente), demostrando

que hubo eficiencia en el proceso de transfeccion retroviral.

Figura 2: Eficiencia de la transfeccion de HEK-293T para la sobreexpresién de los factores de Yamanaka. A)
Cultivo de células HEK-293T no transfectadas (x10), B) Cultivo de células HEK-293T 24 horas después de la
transfeccién retroviral (x10), C) Cultivo de células MEFs que no recibieron las construcciones retrovirales
producidas por HEK-293T, D) Cultivo de células MEFs 24 horas después de recibir las construcciones retrovirales
producidas por HEK-293T para la sobreexpresion de los factores de la reprogramacién, E) Representacion grafica
de la expresion del gene Sox2, F) Oct4 y G) KIf4. Los asteriscos indican diferencias estadisticamente significativas
(n =3, p<0.05, prueba t para muestras independientes).
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5.1.2 Evaluacién de la eficiencia de generacion de iPS por PCR en tiempo real y western blot

Después de la infeccion de las células MEFs y después de 16 dias de suplementacion del sistema
de cultivo celular reprogramador con el medio de cultivo especifico, se produjo la formacion
de células iPSs. Estas células mostraron caracteristicas muy especificas, como el agrupamiento
y disposicion en una estructura vertical y tridimensional (colonias), la refringencia de colonias
y la expresion de marcadores especificos, como se muestra en la figura 3.

En cuanto a la evaluacion de la expresion génica relativa, fue observado que hubo un
aumento en la expresion de Oct4 y Nanog en las células iPSs generadas en comparacion con
las células MEFs utilizadas para la reprogramacién y que no fueron transfectadas con la
construccion retroviral (p < 0.01 para ambos los genes). Asimismo, de la misma manera, hubo
un aumento en la expresion relativa de la proteina NANOG (p < 0.01) para este mismo grupo,

demostrando que hubo eficiencia en el proceso de reprogramacién celular propuesto.

Figura 3: Eficiencia de la generacién in vitro de iPSs a partir de MEFs. A) Representacion microscépica de la
morfologia caracteristica de las colonias de iPSs generadas en cultivo sobre feeders (x4) y B) tras seren
recolectadas a los 16 dias en cultivo sobre gelatina (x10). C) Representacidn grafica de la expresion del gene Oct4,
D) Nanog y E) expresion de la proteina NANOG. Los asteriscos indican diferencias estadisticamente significativas
(n =3, p <0.05, prueba t para muestras independientes).
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5.2 Diferenciacién de iPSs en osteoblastos y la evaluacion del potencial osteogénico
5.2.1 Viabilidad celular

A las 24, 72 y 120 horas, la viabilidad celular fue mayor en las iPSs cultivadas en medio no

osteogénico en comparacion con las iPSs cultivadas en medio osteogénico — MTS (p < 0.01
para todos los periodos), con un aumento en el nimero total de células en el mismo periodo en
72 horas en comparacion con los demas periodos evaluados, asi como en 120 horas en
comparacion con 0 y 24 horas de cultivo (p < 0.01 para todos los periodos). En cuanto a las
celulas iPSs cultivadas en el MTS, no hubo diferencias estadisticamente significativas en su
viabilidad al compararlas en los diferentes periodos evaluados (p > 0.05 para todos los

periodos).

Figura 4: Viabilidad celular de iPSs cultivadas en medio osteogénico (MTS) y no osteogénico (control) de 0 a
120h. Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas cuando se comparan de dos en dos (n =
3, p < 0.05, ANOVA One-Way seguido de la prueba de Dunn).
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5.2.1 Expresion génica y proteica de marcadores osteoblasticos mediante PCR en tiempo real

y western blot
Para el gene Runx2, hubo un aumento en la expresion genica relativa de las iPSs cultivadas en

medio osteogeénico a los 3, 10, 14, 17 y 21 dias en comparacion con las iPSs cultivadas en medio
no osteogénico (p = 0.025, p = 0.005, p < 0.001, p < 0.001 y p = 0.047 respectivamente).
Ademas, hubo un aumento en la expresion a los 10 dias en este mismo grupo en comparacion
con 5 dias (p = 0.019), 14 dias en comparacion con todos los periodos evaluados (p < 0.001
para todos los periodos), 17 dias en comparacion con 5y 7 dias (p = 0.005 y p = 0.019,
respectivamente) y 21 dias en comparacion con 5 dias de cultivo en medio osteogénico (p =
0.012), como se muestra en la Figura 5A y el Apéndice 1.

Para el gene Oc, hubo un aumento en la expresion génica relativa de las iPSs cultivadas
en medio osteogénico a los 7, 10, 14, 17 y 21 dias en comparacién con las iPSs cultivadas en
medio no osteogénico (p =0.039, p =0.041, p <0.001, p =0.048 y p = 0.013 respectivamente).
Ademas, para este mismo grupo, hubo un aumento en la expresion a los 14 dias en comparacion
con todos los periodos evaluados (p < 0.001 para todos los periodos), a los 17 dias en
comparacion con los dias 3, 5, 7y 10 (p = 0.042, p = 0.038, p = 0.013 y p = 0.036
respectivamente) y 21 dias en comparacion con 3, 5, 7 y 10 dias de cultivo en medio osteogenico
(p = 0.011, p = 0.010, p = 0.032 y p = 0.048 respectivamente), como se muestra en la figura
5By el Apendice 1.

Para el gene Osx, hubo un aumento en la expresion génica relativa de las iPSs cultivadas
en medio osteogénico a los 3, 10, 14 y 17 dias en comparacion con las iPSs cultivadas en medio
no osteogénico (p = 0.005, p < 0.001, p < 0.001 y p = 0.019 respectivamente). Ademas, para
este mismo grupo hubo un aumento en la expresion a los 3 dias en comparacion con los 5y 7
dias (p = 0.040 y p = 0.019, respectivamente), a los 10 dias en comparacién con los 5, 7 y 21
dias (p = 0.030, p = 0.019 y p = 0,049, respectivamente), 14 dias en comparacién con todos
los periodos evaluados (p = 0.014, p = 0.005, p < 0.001, p = 0.030, p = 0.040 y p = 0.019,
respectivamente), 17 dias al comparar a los 5, 7 y 21 dias (p = 0.014, p = 0.040 y p = 0.037,
respectivamente) y a los 21 dias al comparar con 5y 7 dias de cultivo en medio osteogénico (p
=0.032 y p = 0.014, respectivamente) , como se demuestra en la Figura 5C y el Apéndice 1.

En cuanto a la expresion relativa de la proteina RUNX2, en 14 dias hubo un aumento
en la expresion de esta proteina en el grupo de iPSs cultivadas en medio osteogénico en
comparacion con las iPSs cultivadas en medio no osteogénico (p < 0.001), como se muestra en

la figura 5D.
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Figura 5: Representacién grafica de la expresion génica relativa de marcadores osteoblasticos A) Runx2, B) Oc,
C) Osx y D) expresion proteica de RUNX2 en iPSs cultivadas en medio osteogénico y no osteogénico en diferentes
momentos. El asterisco indica una diferencia estadisticamente significativa (n = 3, p < 0.05, prueba t
independiente).
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5.2.3 Actividad de la fosfatasa alcalina in situ y formacién de matriz extracelular mineralizada

A los 10 y 21 dias, la actividad de ALP in situ y la mineralizacion de la matriz extracelular,
respectivamente, fueron mayores en las iPSs cultivadas en medio de diferenciacion osteogénica
en comparacion con las células iPSs no sometidas al proceso de diferenciacion (p < 0.01 para

ambas), como se muestra en las figuras 6A e 6B.

Figura 6: A) Actividad ALP in situ a los 10 dias y B) Mineralizacion de la matriz extracelular a los 21 dias en
iPSs cultivadas en medio osteogénico y no osteogénico. Los asteriscos indican diferencias estadisticamente
significativas (n = 5, p < 0.05, prueba t independiente).
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5.3 Perfil de expresién génica asociada a telomeros vy telomerasa durante la diferenciacion

osteoblastica

Para el gene Trfl, hubo un aumento en la expresion relativa de iPSs cultivadas en medio
osteogénico a los 3, 5, 7, 10, 14 y 21 dias cuando comparado a las células MEFs utilizadas para
la reprogramacion de iPSs (p < 0.004 para todos los periodos) y iPSs que fueron reprogramadas
y cultivadas en medio no osteogénico (p < 0.001 para todos los periodos). Ademas, para este
mismo grupo de iPSs cultivadas en medio osteogénico, hubo un aumento en la expresion de
este gene en 3 dias en comparacion con 7, 10, 14, 17 y 21 dias (p < 0.001 para todos los
periodos), 5 dias en comparacion con 3, 7, 10, 14, 17 y 21 dias (p < 0.001 para todos los
periodos), 10 dias en comparacion con 7, 17 y 21 dias (p < 0.001 para todos los periodos), 14
dias en comparacién con 17 y 21 dias (p < 0.001 para todos los periodos) y 21 dias en
comparacion con 17 dias en medio osteogénico (p = 0.002). Comparando la expresion de este
gene entre los MEFs utilizados en la reprogramacion y las iPSs reprogramadas cultivadas en
medio no osteogénico, se observd un aumento en la expresion de este gene tras la
reprogramacion en células iPSs cultivadas en medio no osteogénico (p = 0.010), como se
muestra en la Figura 7A y el Apéndice 2.

Para el gene Trf2, hubo un aumento en la expresion relativa de iPSs cultivadas en medio
osteogénico a los 10, 14, 17 y 21 dias cuando comparado a las células MEFs utilizadas para la
reprogramacion de iPSs (p = 0.012, p = 0.003, p = 0.019 y p = 0.036, respectivamente) e iPSs
que fueron reprogramadas y cultivadas en medio no osteogénico a los 10 y 14 dias (p = 0.048,
p = 0.025, respectivamente). Ademas, para este mismo grupo de iPSs cultivadas en medio
osteogénico, hubo un aumento en la expresion de este gene en 10 dias en comparacién con 3, 5
y 7 dias (p = 0.003, p < 0.001 y p = 0.045, respectivamente) , 14 dias en comparacion con todos
los periodos evaluados (p < 0.001, p < 0.001, p = 0.015, p = 0.032, p = 0.048 y p = 0.017,
respectivamente), 17 dias en comparacion con 3 y 5 dias (p = 0,040 , p = 0,013,
respectivamente) y 21 dias en comparacién con 3 y 5 dias de cultivo en medio osteogénico (p
= 0,010 y p = 0,003, respectivamente). Comparando la expresion de este gene entre los MEFs
utilizados en la reprogramacion y las iPSs reprogramadas cultivadas en medio no osteogénico,
no se observd diferencia estadistica en la expresion de este gene tras la reprogramacion en
células iPSs cultivadas en medio no osteogénico (p > 0.050), como se muestra en la Figura 7B
y el Apéndice 2.

Para el gene Rap1, hubo un aumento en la expresion relativa de iPSs cultivadas en medio
osteogénico a los 7, 10 y 21 dias cuando comparado a las células MEFs utilizadas para la

reprogramacion de iPSs (p = 0.049, p = 0.012 y p = 0.031, respectivamente) e iPSs que se
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reprogramaron y crecieron en medio no osteogénico (p = 0.023, p = 0.042 y p = 0.025,
respectivamente). Ademas, para este mismo grupo de iPSs cultivadas en medio osteogénico,
hubo un aumento en la expresion de este gene a los 7 dias en comparacion con los dias 3, 5, 14
y 17 (p = 0.001, p = 0.005, p = 0.041 y p = 0,022, respectivamente), 10 dias en comparacion
con todos los periodos evaluados (p < 0.001, p < 0.001, p =0.025, p =0.022, p=0.004y p =
0.023, respectivamente), 14 y 17 dias en comparacion con 3 dias (p = 0,045 y p = 0,015,
respectivamente) y 21 dias en comparacion con 3, 5, 14 y 17 dias de cultivo en medio
osteogénico (p = 0.001, p = 0.006, p = 0.009 y p = 0.025, respectivamente ). Comparando la
expresion de este gene entre los MEFs utilizados en la reprogramacion y las iPSs reprogramadas
cultivadas en medio no osteogénico, se observo un aumento en la expresion de este gene tras la
reprogramacion en células iPSs cultivadas en medio no osteogénico (p = 0,019), como se
muestra en la Figura 7C y el Apéndice 2.

Para el gene Tin2, hubo un aumento en la expresion relativa de iPSs cultivadas en medio
osteogénico a los 7, 10, 14 y 21 dias cuando comparado a las células MEFs utilizadas para la
reprogramacion de iPSs (p = 0.025, p = 0.002, p < 0.001 y p = 0.007, respectivamente) e iPSs
gue se reprogramaron y crecieron en medio no osteogénico a los 10, 14 y 21 dias (p = 0.045, p
=0.013 y p = 0.041, respectivamente). Ademas, para este mismo grupo de iPSs cultivadas en
medio osteogénico, hubo un aumento en la expresion de este gene en 7 dias en comparacion
con 3 dias (p = 0.013), 10 dias en comparacion con 3, 5y 17 dias (p = 0.001, p=0.017yp =
0.049, respectivamente), 14 dias en comparacion con todos los periodos evaluados (p < 0.001,
p =0.004, p=0.042, p = 0.030, p = 0.017 y p = 0.019, respectivamente) y 21 dias con 3,5y
17 dias de cultivo en medio osteogénico (p = 0.003, p = 0.040 y p = 0.010, respectivamente).
Comparando la expresion de este gene entre los MEFs utilizados en la reprogramacion y las
iPSs reprogramadas cultivadas en medio no osteogénico, no se observd diferencia estadistica
en la expresion de este gene tras la reprogramacion en células iPSs cultivadas en medio no
osteogénico (p > 0.050), como se muestra en la Figura 7D y Apéndice 2.

Para el gene Potla, hubo una disminucion en la expresion relativa de iPSs cultivadas en
medio osteogénico en 3y 5 dias (p = 0.019 y p = 0.047, respectivamente) y un aumento en la
expresion en 10 dias cuando comparado a las células MEFs utilizadas para la reprogramacion
de iPSs (p = 0.049). Aun asi, para este mismo grupo, hubo una disminucion en la expresion
génica relativa a los 3, 5y 17 dias (p = 0.003, p = 0.012 y p = 0.036, respectivamente) y un
aumento en la expresion a los 10 dias en comparacién con las iPSs que fueron reprogramados
y cultivados en medio no osteogénico (p = 0.016). Ademas, se observo un aumento en la

expresion de iPSs cultivadas en medio osteogénico a los 7 dias en comparacion con los 3 y 5
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dias (p = 0.049 y p = 0.011, respectivamente), a los 10 dias en comparacion con todos los
periodos evaluados (p < 0.001 , p < 0.001, p = 0.020, p = 0.025, p = 0.003 y p = 0.043,
respectivamente), 14 dias frente a 3 y 5 dias (p = 0.001 y p = 0.005, respectivamente) y 21 dias
frente a 3 y 5 dias de cultivo en medio osteogénico (p = 0.019 y p = 0.049, respectivamente).
Comparando la expresion de este gene entre los MEFs utilizados en la reprogramacion vy las
iPSs reprogramadas cultivadas en medio no osteogénico, no se observo diferencia estadistica
en la expresion de este gene tras la reprogramacion en células iPSs cultivadas en medio no
osteogénico (p > 0.050), como se muestra en la Figura 7E y el Apéndice 2.

Para el gene Potlb, hubo un aumento en la expresion relativa de iPSs cultivadas en
medio osteogénico a los 10 y 14 dias cuando comparado a las células MEFs utilizadas para la
reprogramacion de iPSs (p = 0.017 y p = 0.005, respectivamente) y un aumento en la expresion
en estos mismos periodos en iPSs que fueron reprogramadas y cultivadas en medio no
osteogénico (p = 0.011 y p = 0.049, respectivamente). Ademas, para este mismo grupo de iPSs
cultivadas en medio osteogénico, hubo un aumento en la expresién de este gene para todos los
periodos evaluados en comparacion con los 10 dias (p < 0.001, p=0.017, p =0.010, p = 0.032,
p=0.013y p =0.016, respectivamente) y 14 dias de cultivo en medio osteogenico (p < 0.001,
p = 0.022, p = 0.003, p = 0.032, p = 0.004 y p = 0.035, respectivamente). Comparando la
expresion de este gene entre los MEFs utilizados en la reprogramacion y las iPSs reprogramadas
cultivadas en medio no osteogénico, no se observo diferencia estadistica en la expresion de este
gene tras la reprogramacion en células iPSs cultivadas en medio no osteogénico (p > 0,050 ),
como se muestra en la Figura 7F y el Apéndice 2.

Para el gene Tppl, hubo un aumento en la expresion relativa de iPSs cultivadas en medio
osteogénico a los 7, 10, 14, 17 y 21 dias cuando comparado a las células MEFs utilizadas para
la reprogramacion de iPSs (p = 0.008, p = 0.025, p = 0.015, p = 0.048 y p = 0.049,
respectivamente) y un aumento de la expresion en estos mismos periodos en iPSs
reprogramadas Yy cultivadas en medio no osteogénico (p = 0.004, p = 0.013, p = 0.049, p =
0.020 y p = 0.040, respectivamente). Ademas, para este mismo grupo de iPSs cultivadas en
medio osteogénico, hubo un aumento en la expresion de este gene a los 7 dias en comparacién
con los dias 3, 5, 14, 17 y 21 (p < 0.001, p < 0.001, p = 0.042, p = 0.032 y p = 0.017,
respectivamente), 10 dias en comparacion con 3, 5, 14, 17 y 21 dias (p < 0.001, p = 0.002, p =
0.018, p = 0.042 y p = 0.032, respectivamente ) y 21 dias en comparacién con 3, 5, 14 y 17
dias de cultivo en medio osteogénico (p = 0.003, p = 0.009, p = 0.032 y p = 0.019,
respectivamente). Comparando la expresion de este gene entre los MEFs utilizados en la

reprogramacion y las iPSs reprogramadas cultivadas en medio no osteogénico, no se observo
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diferencia estadistica en la expresion de este gene tras la reprogramacion en células iPSs
cultivadas en medio no osteogénico (p > 0.050), como se muestra en la Figura 7G y Apéndice
2.

Figura 7: Representacion grafica de la expresion génica relativa de los componentes del complejo Shelterin A)
Trfl, B) Trf2, C) Rapl, D) Tin2, E) Potla, F) Potlb y G) Tppl en MEFs e IPSs cultivadas en medio osteogénico
Y no osteogénico.

1 100
s =
5
=) T 5
= [
[+] [v]
E °
@D =
=) N SRR . S
S 5 L= [ SN |
8 7
= o
] =3
0 - w g
MEFs iPS-ST iPS3d iPS4d iPS-7d iPS-10d iPS-14d iPS-7d iPS-21d MEFs iPS-ST iPS-3d iPSGd iPS-1d iPS-0d iPS-14d iPSATd iPS21d
¢ Rap1 D Tin2
4
T ©
= >
= B
2 2
g’ 8
= =
2y S
S 1 5
g g
o
& 0 & 0
MEFs (PSST iPS3d IPS&d IPS7d iPS-10d IPS-14d IPS-17d iPS-21d MEFs IPS-ST IPS-3d IPS&d (PS7d IPS-10d IPS-14d iPS-17d IPS21d
E Pot1a F Pot1b
33 89 -
[3]
2 ©
5 :
@ =
= 22 e 45 4
o [\]
i ]
@ =
b= S
s 11 ]
2 5
E w
=3 o
& &
| 3 ol
MEFs iPS-ST IP8-3d iPS4d iPS-7d iPS-10d iPS-14d iPS-17d iPS-21d o MEFs iPS-ST iPS-3d iPS&Sd iPS-7d iPS-10d iPS-14d iPS-17d iPS-21d
G Tpp1
12
[}
2
&
K
= 81
[+]
=
@
o
& 4
G
o
o
S
w

0 4
MEFs iPS-ST iPS-3d iPS4d iPS-1d iPS-10d iPS-14d iPS-17d iPS-21d

Para el gene Tert, hubo un aumento en la expresion relativa de iPSs cultivadas en medio
osteogénico a los 10 y 14 dias cuando comparado a las células MEFs utilizadas para la
reprogramacion de iPSs (p < 0.001 para ambos periodos) y un aumento en la expresién en estos
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mismos periodos en iPSs que fueron reprogramadas y cultivadas en medio no osteogénico (p <
0.001 para ambos periodos). Ademas, para este mismo grupo de iPSs cultivadas en medio
osteogénico, hubo un aumento en la expresion de este gene en 7 dias en comparacion con 3, 5
y 17 dias (p = 0.009, p = 0.044 y p = 0.049, respectivamente), 10 dias en comparacién con 3,
5, 7,17 y 21 dias (p < 0.001 para todos los periodos), 14 dias en comparacion con todos los
periodos evaluados (p < 0.001 para todos los periodos) y 21 dias en comparacion con 3 dias de
cultivo en medio osteogénico (p = 0.028). Comparando la expresion de este gene entre los
MEFs utilizados en la reprogramacion y las iPSs reprogramadas cultivadas en medio no
osteogénico, se observd un aumento en la expresion de este gene tras la reprogramacion en
células iPSs cultivadas en medio no osteogénico (p < 0.001), como se muestra en la Figura 8A
y el Apéndice 2.

Para el gene Terc, hubo un aumento en la expresion relativa de iPSs cultivadas en medio
osteogénico a los 10 y 14 dias cuando comparado a las células MEFs utilizadas para la
reprogramacion de iPSs (p = 0.003 y p < 0.001, respectivamente) y un aumento en la expresion
a 14 dias en iPSs reprogramadas y cultivadas en medio no osteogénico (p < 0.001). Ademas,
para este mismo grupo de iPSs cultivadas en medio osteogénico, hubo un aumento en la
expresion de este gene en 10 dias en comparacion con 3, 5, 7, 17 y 21 dias (p = 0.007, p =
0.002, p = 0.007, p = 0.031 y p = 0.004), 14 dias en comparacion con todos los periodos
evaluados (p < 0.001 para todos los periodos) y una disminucion en la expresion a los 21 dias
en comparacioén con las iPSs cultivadas en medio no osteogénico (p = 0,010). Comparando la
expresion de este gene entre los MEFs utilizados en la reprogramacion y las iPSs reprogramadas
cultivadas en medio no osteogénico, se observo un aumento en la expresion de este gene tras la
reprogramacion en las células iPSs cultivadas en medio no osteogénico (p = 0,006) , como se
muestra en la Figura 8B y el Apéndice 2.

Figura 8: Representacion grafica de la expresion génica relativa de los componentes del complejo de la telomerasa
A) Terty B) Terc en MEFs e IPSs cultivados en medio osteogénico y no osteogénico.
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6 DISCUSION

El establecimiento de la identidad celular en organismos multicelulares se ha estudiado
clasicamente en el contexto del desarrollo embrionario (Chen et al., 2021; Hayes y Melrose,
2020). Cada célula se caracteriza por tener la capacidad de diferenciarse, o sea, es decir sobre
la capacidad de especializarse para realizar una determinada funcion en funciéon de los
diferentes tipos de regulacion génica (Lau et al., 2022). Ademaés, también tienen como
caracteristica importante la plasticidad, la capacidad celular de sufrir cambios fenotipicos que
reflejan cambios en su identidad, que pueden ser transitorios (en respuesta al dafio) o no
transitorios (de manera que las células no se recuperen completamente). Las células madre
juegan un papel clave en los procesos de plasticidad (Lau et al., 2022; Spatz, Jin and Mills,
2021). En eso, el descubrimiento de métodos para reprogramar células somaticas en iPSs abrid
un nuevo capitulo en el estudio de la diferenciacién y plasticidad celular, con el fin de explorar
nuevas estrategias genomicas y herramientas mejoradas para identificar las redes
biofuncionales involucradas en la generacion, mantenimiento, perturbacion y identidad (Guan
etal., 2022).

Las MSCs obtenidas de roedores adultos se han utilizado en modelos de reparacion de
tejidos bien establecidos en la literatura; sin embargo; su disponibilidad y plasticidad son
limitadas (Lessa et al., 2012). Por otro lado, las células pluripotentes tienen una alta capacidad
de autorrenovacién e inmunocompatibilidad y las iPSs, por ser generadas a partir de cualquier
tipo de célula del organismo, son prometedoras para diversas terapias, con menos desafios
éticos en comparacion con las células madre embrionarias o las propias MSCs (Mandai et al.,
2017; Picanco-Castro et al., 2011; Takahashi y Yamanaka, 2006).

Entre los tipos de células madre conocidas, se sabe que las células madre embrionarias
(ES) tienen una alta plasticidad y un gran potencial de autorrenovacion, lo que aumenta su
capacidad de diferenciarse en células de todos los tejidos corporales, excepto los anexos
embrionarios; lo que las convierte en una herramienta de gran interés en el campo de la
medicina regenerativa y la terapia celular. Sin embargo, su uso aun es bastante limitado debido
a reacciones inmunoldgicas, ademas de aspectos €ticos y religiosos. Asi, en este campo se han
llevado a cabo diferentes estudios en un intento de optimizar terapéuticamente el uso de las
células, uno de ellos es la reprogramacion de células somaticas en iPSs (Gomes et al., 2017;
Mandai et al., 2017; Marién y Blasco, 2010). Este proceso de reprogramacion fue desarrollado
por el grupo del investigador Dr. Shinya Yamanaka, quien indujo pluripotencia en fibroblastos
de ratdn a partir de la expresion de cuatro factores de transcripcién Oct3/4 (también conocido

como Poubfl), Sox2, KIf4 y c-Myc, ahora conocidos como factores de Yamanaka (Takahashi
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et al., 2006). Asi, con la reprogramacion celular realizada, las células generadas se conocieron
como “células pluripotentes inducidas” o simplemente iPSs (Patel y Yang, 2010; Nakagawa et
al., 2008;). Las iPSs se denominaron asi porque son muy similares a las células ES en varios
aspectos, incluido el patrén de expresion génica y epigenética y el proceso de diferenciacion
celular. Este método de derivacion de células del donante presenta ventajas frente a las células
embrionarias, como un menor riesgo de rechazo por parte del sistema inmunitario y la
minimizacién de conflictos éticos y religiosos, abriendo grandes perspectivas en el mundo de
la ciencia (Gomes et al., 2017; Johnson y Cohen, 2012). Siguiendo esta idea, esto justifica el
hecho de que utilizamos este modelo celular para evaluar el potencial osteogénico en nuestro
estudio, ya que se presenta como una herramienta potencial para su uso en el campo de la
medicina regenerativa del tejido 6seo.

Al pasar los afios, la mejora de las técnicas de reprogramacion asi como la seleccion de
células reprogramadas permitié derivar células iPSs capaces de contribuir a las tres capas
germinales, acercandolas al potencial de desarrollo de las células ES (Villodre, 2016; Nichols
y Smith , 2012). Muchas lineas de células iPSs humanas y de raton inducidas por la
sobreexpresion de factores de Yamanaka se han caracterizado ampliamente a nivel molecular
y son similares a las células ES en su expresion y firmas de cromatina (Delgado-Olguin y
Recillas-Targa, 2011). Por lo tanto, la reprogramacién conduce al silenciamiento de los genes
expresados somaticamente y la regulacion al alza de los genes de las células ES, concomitante
con la redefinicion de la estructura de la cromatina. Estos factores de transcripcion son
importantes para el establecimiento y/o mantenimiento del estado pluripotente durante el
desarrollo embrionario temprano (Gafni et al., 2013; Shafa et al., 2010).

Es importante tener en cuenta que los factores de Yamanaka mantienen el estado
pluripotente y de autorrenovacion de las células ES al ocupar conjuntamente las regiones
promotoras y potenciadoras de un gran conjunto de genes especificos de células ES altamente
expresados, a menudo denominados genes de pluripotencia. La co-ocupacién de Oct4, Sox2 y
KIf4 predice la co-ocupacion de Nanog, otro factor de transcripcion especifico para las células
ES (Villodre, 2016; Wei et al., 2009; Chew et al., 2005). Por lo tanto, se ha sugerido que Oct4,
Sox2 y Klf4 cooperan en el curso de la reprogramacion para establecer entornos funcionales
necesarios para la regulacion positiva del transcriptoma especifico de células ES. Por el
contrario, la union solitaria de estos factores en las células ES generalmente se asocia con la
represion transcripcional y esto puede explicar como Oct4, Sox2 y Klf4 pueden silenciar la
expresion génica somatica al inicio de la reprogramacion (Xiong et al., 2022; Friman et al.,

2019). El c-Myc, un conocido oncogén y regulador del ciclo celular, tiene un conjunto muy
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distinto de genes que se dirigen a Oct4, Sox2 y KIf4 en las células ES. Aunque que c-Myc puede
ocupar conjuntamente algunos genes diana como Oct4, Sox2 y KIlf4, se cree que estos factores
de transcripcidn constituyen dos redes de transcripcion en gran parte separadas en las células
ES. Curiosamente, el c-Myc ectdpico es prescindible para la creacion de células iPSs, pero,
acttia como un potenciador cinético y una eficiencia de reprogramacion, lo que respalda la idea
de que la activacion del gene de pluripotencia no depende directamente de c-Myc (Lu et al.,
2020; Villodre, 2016). Asi, en nuestro estudio, optamos por usar solo los factores Oct4, Sox2 y
KIf4 y tuvimos éxito en el proceso de reprogramacion de las MEFs, como se demuestra en los
resultados presentados.

Cuando hablamos de iPSs, no podemos dejar de mencionar una de sus principales
caracteristicas: su capacidad de proliferacion, donde su autorrenovacion se produce a través de
un ciclo celular con una fase G1 acortada y una regulacion positiva y acelerada de genes que
codifican histonas — las proteinas que apoyan la replicacién del ADN (Sansurjo-Rodriguez et
al., 2020); Medina et al., 2012). Pensando en esta caracteristica, durante nuestro estudio,
notamos que despues de iniciar el cultivo celular de iPSs reprogramadas con medio de
diferenciacion osteoblastica (10% de medio de cultivo DMEM asociado con acido ascérbico,
beta-glicerol fosfato y dexametasona), hubo una disminucién en la viabilidad celular (nGmero
de células totales) en comparacion con las células iPSs que no estaban en cultivo con medio de
diferenciacion osteogénica. En este sentido, la literatura cientifica han demostrado que los
glucocorticoides como la dexametasona, una vez utilizados durante un tiempo prolongado,
pueden conducir a una apoptosis acelerada debido a su citotoxicidad inducida y a la formacion
de especies reactivas de oxigeno (ROS) que aceleran la senescencia celular de las iPSs (Lou ,
2015; Peltz et al., 2012; Kao et al., 2010). A pesar de haberse producido la disminucion de la
viabilidad celular de las células en el grupo de iPSs en proceso de diferenciacidn osteoblastica,
entendemos que esto no influyd negativamente en los resultados encontrados, ya que
conseguimos la diferenciacion completa de las OBs en 21 dias de cultivo. Sin embargo, como
una forma de eludir esta condicion, al buscar en la literatura, los autores sugieren medidas
alternativas como el uso de Resveratrol agregado al proceso de diferenciacion osteoblastica, un
polifenol natural que se encuentra en abundancia en la piel de frutas como la uva, ya que este
componente tiene capacidad antiinflamatoria y protectora contra la apoptosis celular (Lou,
2015; Peltz et al., 2012; Kao et al., 2010; Zhao et al., 2008; Backesjo et al., 2006; Kundu y
Surh, 2004).

En cuanto al uso de las iPSs en el campo de la medicina regenerativa con vistas a la

reparacion 0sea, se sabe que aun esta poco explorado. Egusa et al., (2014) al estudiar la
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capacidad de diferenciar iPSs en OBs, observaron la formacion de nédulos de mineralizacion
robustos que contenian fosfato de calcio y cristales de hidroxiapatita. Asimismo, Baird et al.,
(2018), al estudiar in vitro el uso de iPSs como posible herramienta en la reparacion del tejido
0seo en caballos, demuestran que estas células mantenidas en un medio de cultivo osteogénico
eran capaces de regular positivamente la expresion de varios objetivos osteoblasticos, entre
ellos los genes CollAl, Sparc, Sppl, Ibsp, Runx2 y Bgalpt, ademés de producir matriz
mineralizada y aumentar la actividad de ALP. En este sentido, los hallazgos en la literatura
estan en linea con los datos obtenidos por el presente estudio, ya que, al someter nuestras iPSs
reprogramadas a partir de MEFs de ratones en cultivo con medio de diferenciacion osteogenica,
se percibié un efecto estadisticamente significativo tanto en el genotipo como en el esferas
fenotipicas en OBs inducidas por diferenciaciéon fisico-quimica, comprobando nuestra hipétesis
y demostrando que estas células tienen un gran potencial osteogénico para su uso en terapia
celular y medicina regenerativa del tejido dseo. La diferenciacion osteobléstica es un proceso
complejo que involucra la regulacion precisa de la activacién y supresién de varios genes en
respuesta a sefiales fisiologicas y, a nivel bioguimico, la via principal involucra la sefializacion
de la proteina morfogenética 6sea (BMP)-Smad, que conduce a la activacién de genes
esenciales en OBs, como los genes Runx2, Oc y Osx evaluados en este estudio (Okamoto et al.,
2012; Liu et al., 2015; Suzuki et al., 2006).

El uso exitoso de células reprogramadas requiere mantener la estabilidad genémica y la
supervivencia celular para garantizar la funcién a largo plazo y garantizar su diferenciacion en
otros tipos de células (Kercher, 2014). Los mecanismos subyacentes a la reprogramacion adn
no estan claros, pero se cree que implican cambios en todo el genoma en la estructura de la
cromatina y la expresion génica (Ronen y Benvenesty, 2012). En este sentido, una adecuada
funcién de los telomeros es fundamental para garantizar la estabilidad cromosdémica de las
células reprogramadas resultantes. La replicacion incompleta del ADN de los telémeros lleva
como resultado un acortamiento progresivo de los telémeros, lo que eventualmente puede
provocar el desacoplamiento de los telomeros y la detencion/senescencia del ciclo celular.
Ademas, el acortamiento progresivo de los telémeros se propone como uno de los mecanismos
subyacentes al envejecimiento del organismo y la aparicién de enfermedades. La longitud de
los teldémeros se mantiene gracias a la telomerasa, una transcriptasa codificada por los genes
Tert (telomerasa transcriptasa inversa) y Terc (componente de ARN de la telomerasa), que
agrega nuevas repeticiones en los telémeros después de cada ronda de division celular (Blasco
etal., 2011). En este sentido, Marion et al., (2009) demostré que existe una elongacion drastica

dependiente de la telomerasa en células iPSs derivadas de MEFs como las utilizadas en nuestro
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estudio, en cual el proceso continda tras la reprogramacion hasta alcanzar la longitud telomérica
de las células ES. Incluso, mismo cuando se usaron fibroblastos viejos como células donantes,
gue mostraron telomeros mucho mas cortos que los MEFs, los telomeros se alargaron de manera
eficiente en las células iPSs resultantes. Estos resultados sugieren que las células iPSs derivadas
de donantes con una reserva limitada de telémeros, como personas de edad avanzada o
pacientes con enfermedades caracterizadas por telémeros cortos por ejemplo, rejuveneceran sus
telomeros, siempre que porten un gen de telomerasa funcional (Marion y Blasco, 2010).

Esta informacidn es muy importante cuando pensamos en la diferenciacion osteoblastica
de iPSs reprogramadas, ya que nuestros datos muestran un impacto directo en los cambios en
las expresiones génicas de los componentes del complejo Shelterin asociados con el telomero,
asi como los componentes de la telomerasa desde el momento en que empezamos a hacer el
proceso de diferenciacion celular. Se sugiere un estudio mas profundo sobre este tema,
principalmente en la evaluacién de la longitud de los telomeros durante este proceso y la
asociacion con los transcritos en ARN largos no codificantes (Telomeric Repeat-Containing
RNA - Terra), dada su asociacion directa con la longitud de los telomeros y expresion del gene
Trf2; donde los autores citan que su actividad puede estar relacionada con la regulacion
epigenética en la generacion de iPSs, dando lugar a una conformacion de la cromatina mas
abierta con una menor densidad de marcas de histonas heterocromaticas, lo que coincide con
un aumento de la transcripcién de los telémeros, un aumento de la recombinacion de los
telomeros y una elongaciéon continua de los telémeros hasta alcanzar la longitud de los
telomeros de las células ES (Marion y Blasco, 2010; Caslini et al., 2009; Benetti et al., 2008).
Una vez que hay un desequilibrio en la expresion de Trf2 y Terra, puede haber una acumulacion
de dafio en el ADN en los telomeros, incluida una disminucion en el tamafio de los telémeros
(Zanelatto, 2017). En este sentido, dado que observamos una mayor alteracién en la expresion
génica de los marcadores evaluados a los 14 dias, durante el periodo en el que las células ya
estan totalmente comprometidas con la diferenciacion osteoblastica, se plantea la hip6tesis de
que en ese momento las células ya pueden estar teniendo una alteracion considerable aumento
de la longitud de sus telémeros. Este conocimiento y comprension del perfil de expresion de
los componentes asociados a los telémeros y la telomerasa durante el proceso de diferenciacién
de IPSs a OBs, como los evaluados en este estudio, son necesarios para una comprension mas
detallada del mecanismo bioldgico que aun no ha sido elucidado, ya que este puede ser la clave
del éxito en el desarrollo de varios tratamientos clinicos, incluidas varias enfermedades que

afectan el tejido 6seo.
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7 CONCLUSION
Al someter las iPSs reprogramadas de MEFs en cultivo con medio de diferenciacion
osteogénica, se noto un efecto estadisticamente significativo tanto en el ambito genotipico como
fenotipico en las OBs inducidas por diferenciacion fisico-quimica, donde, hubo un aumento en
la expresion génica y proteica de marcadores osteoblasticos importantes en este proceso ademas
de un aumento de la actividad fenotipica de ALP in situ y mineralizacion de la matriz
extracelular de OBs obtenidas a partir de iPSs. Ademas, nos dimos cuenta de que esta induccion
fisico-quimica para la diferenciacion es capaz de conducir a alteraciones considerables de los
marcadores genéticos de los componentes del complejo Shelterin de los telémeros y
componentes de la telomerasa, 1o que puede influir en los patrones epigenéticos y el éxito de la
diferenciacion osteoblastica de las iPSs.

Asi, a través de este estudio pudimos probar nuestra hipétesis y demostrar que estas
células tienen un gran potencial osteogénico para su uso en terapia celular y medicina

regenerativa dirigida a enfermedades del tejido dseo.
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APENDICE 1

Tabla 4: Comparaciones estadisticas de las expresiones relativas de Runx2, Oc y Osx en los diferentes tiempos

evaluados.

Runx2 |

Comparacion P value Comparacion P value Comparacion P value
1ly2 p = 0.025* 3y5 p =0.019* 6y5 p <0.001*
1y5 p = 0.005* 6yl p < 0.001* 6y7 p < 0.001*
1y6 p < 0.001* 6y?2 p < 0.001* 6y8 p < 0.001*
1y7 p < 0.001* 6y3 p < 0.001* 8y3 p = 0.012*
1y8 p = 0.047* 6y4 p < 0.001* - -

Oc

Comparacion P value Comparacion P value Comparacion P value
ly4 p = 0.039* 6y3 p <0.001* 7y4 p =0.013*
1ly5 p =0.041* 6y4 p <0.001* 7y5 p = 0.036*
1y6 p < 0.001* 6y5 p < 0.001* 8y?2 p=0.011*
ly7 p =0.048* 6y7 p <0.001* 8y3 p = 0.010*
1y8 p =0.013* 6y8 p <0.001* 8y4 p = 0.032*
6yl p <0.001* 7y?2 p = 0.042* 8y5 p = 0.048*
6y?2 p <0.001* 7y3 p = 0.038* - -

Osx

Comparacion P value Comparacion P value Comparacion P value
ly?2 p = 0.005* 5y4 p =0.019* 6y8 p =0.019*
1ly5 p <0.001* 5y8 p = 0.049* 7y3 p =0.014*
ly6 p <0.001* 6y?2 p =0.014* 7y4 p = 0.040*
ly7 p =0.019* 6y3 p = 0.005* 7y8 p = 0.037*
2y3 p = 0.040* 6y4 p <0.001* 8y3 p = 0.032*
2y4 p =0.019* 6y5 p = 0.030* 8y4 p =0.014*
5y3 p = 0.030* 6y7 p = 0.040* - -

Nota: Entre las comparaciones, el (1) representa el grupo control de iPSs no sometidas al medio de diferenciacion
osteogénica, y los nimeros en adelante representan el grupo de células iPSs sometidas al medio de diferenciacion
osteogénica durante 3 dias (2), 5 dias (3), 7 dias (4), 10 dias (5), 14 dias (6), 17 dias (7) y 21 dias (8). Los asteriscos
(*) representan diferencias estadisticamente significativas en la comparacion entre grupos (n = 3, p < 0.05, prueba
ANOVA One-Way seguida de la prueba de Dunn).
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APENDICE 2

Tabla 6: Comparaciones estadisticas de las expresiones relativas de los componentes del complejo Shelterin del
telémero (Trfl, Trf2, Rapl, Tin2, Potla, Potlb y Tppl) y de los componentes de la telomerasa (Tert y Terc) en
los diferentes tiempos evaluados.

Trfl
Comparacion P value Comparacion P value Comparacion P value
ly3 p < 0.004* 2y7 p < 0.001* 4y7 p < 0.001*
ly4 p < 0.004* 2y8 p <0.001* 4y8 p < 0.001*
ly5 p < 0.004* 2y9 p <0.001* 4y9 p < 0.001*
1ly6 p < 0.004* 3y5 p < 0.001* 6y5 p < 0.001*
1y7 p < 0.004* 3y6 p < 0.001* 6y8 p < 0.001*
1ly9 p < 0.004* 3y7 p < 0.001* 6y9 p < 0.001*
2yl p =0.010* 3y8 p <0.001* 7y8 p <0.001*
2y3 p < 0.001* 3y9 p <0.001* 7y9 p < 0.001*
2y4 p <0.001* 4y3 p <0.001* 9y 8 p =0.002
2y5 p <0.001* 4y5 p < 0.001* - -
26 p <0.001* 4y6 p < 0.001* - -
Trf2
Comparacion P value Comparacion P value Comparacion P value
1ly6 p =0.012* 6y3 p = 0.003* 7y8 p =0.048*
ly7 p = 0.003* 6y4 p <0.001* 7y9 p=0.017*
ly8 p =0.019* 6y5 p = 0.045* 8y3 p = 0.040*
1ly9 p =0.036* 7y3 p <0.001* 8y4 p =0.013*
2y1 p > 0.050 7y4 p < 0.001* 9y 3 p =0.010*
2y6 p =0.048* 7y5 p =0.015* 9y4 p = 0.003*
2y7 p = 0.025* 7y6 p =0.032* - -
Rapl
Comparacion P value Comparacion P value Comparacion P value
1ly5 p = 0.049* 5y4 p = 0.005* 6y9 p =0.023*
ly6 p =0.012* 5y7 p =0.041* 7y3 p = 0.045*
1ly9 p =0.031* 5y8 p =0.022* 8y3 p =0.015*
2yl p =0.019* 6y3 p <0.001* 9y 3 p =0.001*
2y5 p =0.023* 6y4 p <0.001* 9y4 p = 0.006*
2y6 p =0.042* 6y5 p = 0.025* 9y7 p = 0.009*
2y9 p = 0.025* 6y7 p =0.022* 9y 8 p = 0.025*
5y3 p =0.001* 6y8 p = 0.004* - -
Tin2
Comparacién P value Comparacion P value Comparacién P value
1ly5 p = 0.025* 2e8 p =0.041* 7y5 p =0.042*
1ly6 p = 0.002* 5e3 p =0.013* 7y6 p = 0.030*
ly7 p <0.001* 6e3 p =0.001* 7y8 p=0.017*
1ly9 p =0.007* 6e4d p=0.017* 7y9 p =0.019*
2y1 p > 0.050 6e7 p = 0.049* 9y 3 p = 0.003*
2y6 p = 0.045* 7e3 p <0.001* 9y 4 p =0.040
2y 7 p =0.013* 7e4 p = 0.004* 9y 8 p =0.010*
Potla
Comparacién P value Comparacion P value Comparacién P value
ly3 p =0.019* 2y8 p =0.036* 6y8 p = 0.003*
ly4 p =0.047* 5y3 p = 0.049* 6y9 p =0.043*
1ly6 p = 0.049* 5y4 p=0.011* 7y3 p =0.001*
2yl p > 0.050 6y3 p <0.001* 7y4 p = 0.005*
2y3 p =0.003* 6y4 p <0.001* 9y 3 p =0.019*
2y4 p =0.012* 6y>5 p = 0.020* 9y4 p = 0.049*
2y6 p =0.016* 6y7 p = 0.025* - -
Potlb
Comparacién | Pvalue | | Comparacién | Pvalue | [ Comparacién | P value
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1ly6 p=0.017* 6y4 p=0.017* 7y4 p = 0.022*
1ly7 p = 0.005* 6y5 p =0.010* 7y5 p = 0.003*
2y1 p > 0.050 6y7 p =0.032* 7y6 p =0.032*
2y6 p=0.011* 6y8 p =0.013* 7y8 p = 0.004*
2y7 p = 0.049* 6y9 p =0.016* 7y9 p =0.035*
6y3 p < 0.001* 7y3 p < 0.001* - -
Tppl
Comparacién P value Comparacién P value Comparacioén P value
1ly5 p = 0.008* 2y 8 p = 0.020* 6y7 p =0.018*
1ly6 p = 0.025* 2y9 p = 0.040* 6y8 p = 0.042*
1ly7 p =0.015* 5y3 p <0.001* 6y9 p =0.032*
ly8 p = 0.048* 5y4 p <0.001* 9y3 p = 0.003*
1ly9 p = 0.049* 5y7 p = 0.042* 9y 4 p = 0.009*
2y1 p > 0.050 5y8 p =0.032* 9y7 p =0.032*
2y5 p = 0.004* 5y9 p=0.017* 9y 8 p =0.019*
2y6 p =0.013* 6y3 p < 0.001* - -
2y7 p = 0.049* 6y4 p = 0.002* - -
Tert
Comparacién P value Comparacion P value Comparacién P value
16 p <0.001* 5y8 p = 0.049* 7y4 p < 0.001*
1ly7 p <0.001* 6y3 p <0.001* 7y5 p <0.001*
2yl p <0.001* 6y4 p <0.001* 7y6 p <0.001*
2y6 p < 0.001* 6y5 p < 0.001* 7y8 p < 0.001*
2y7 p < 0.001* 6y8 p < 0.001* 7y9 p < 0.001*
5y3 p = 0.009* 6y9 p < 0.001* 9y3 p =0.028*
5y4 p = 0.044* 7y3 p < 0.001* - -
Terc
Comparacién P value Comparacion P value Comparacién P value
1ly6 p = 0.003* 6y5 p =0.007* 7y6 p <0.001*
ly7 p <0.001* 6y8 p =0.031* 7y8 p < 0.001*
2yl p = 0.006* 6y9 p = 0.004* 7y9 p < 0.001*
2y 7 p <0.001* 7y3 p <0.001* 9y?2 p =0.010*
6y3 p =0.007* 7y4 p < 0.001* - -
6y4 p = 0.002* 7y5 p < 0.001* - -

Nota: Entre las comparaciones, (1) representa el grupo de células MEFs utilizadas para la reprogramacion celular,
(2) el grupo de iPSs no sometidas al medio de diferenciacion osteogénica, y los nimeros en adelante representan
el grupo de células iPSs sometidas al medio de diferenciacion osteogénica durante 3 dias (3), 5 dias (4), 7 dias (5),
10 dias (6), 14 dias (7), 17 dias (8) y 21 dias (9). Los asteriscos (*) representan diferencias estadisticamente
significativas en la comparacion entre grupos (n = 3, p < 0.05, prueba ANOVA One-Way seguida de la prueba de
Dunn).
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ADJUNTO 1

- Participacion presencial de la ponencia oral en el 27° Seminario Académico Internacional de
la Asociacion de Investigadores y Estudiantes Brasilefios en la Catalufia (APEC) que paso en
Barcelona/ES del dia 27 a 29 de octubre de 2022.

" Departament d"Educacié

o o ) anys bastint pensaments Consorci I'Educacié
e Associagao dos Pesquisadores e P 0 l arcelona e i
Estudantes Brasileros na Catalunha 2 ASSANGS e

CERTIFICADO

A Associacdo de Pesquisadores/as e Estudantes Brasileiros/as na Catalunha
certifica que ROBSON DIEGO CALIXTO apresentou a comunicacdo oral intitulada
“El uso de la terapia celular y el tratamiento génico como herramienta de
medicina regenerativa para el fratamiento de defectos 6seos criticos”
no 27° Semindrio Académico Internacional APEC -

Divulgacdo e Popularizacdo da Ciéncia no Brasil e na Espanha,
realizado nos dias 27, 28 e 29 de outubro de 2022.

Barcelona, 30 de outubro de 2022

Dra. Erivany)Margues Bispo Matos

)/ s Presidente &
s \j&/\(i ol
Dra. Rita de Cdssia de Oliveira Reis Dra. Taluana Laiz Martins Torres
Vice-presidente Secretdria e Coord. Académica

ADJUNTO 2

- Registro fotografico junto al investigador Dr. Shinya Yamanaka (Universidad de Kyoto,
Japan), ganador del premio Nobel de Medicina en 2012 por lo descubrimiento de las células
iPSs, durante sesion solemne de premios de investigacion en la Real Academia Nacional de
Medicina de Espaiia.
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ADJUNTO 3

- Registro fotogréafico de la frente del Centro Nacional de Investigaciones Oncoldgicas (CNIO)
en Madrid/ES, donde se desarrolld la presente investigacion reportada en este documento vy,
abajo, registro junto a Dra. Maria Blasco, supervisora de este proyecto, directora del CNIO y

jefa del grupo de investigacion “Telomeros y Telomerasa” del Programa de Oncologia
Molecular.
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ADJUNTO 4

- Carta de aprobacion de la pasantia en el extranjero.

CN1O stopcancer

Spanish National
Cancer Research Centre
(CNIO)

Maria A. Blasco, Ph.D.
Director

Melchor Fernandez Almagro, 3
28029 Madrid, Spain
Phone (+34) 91 7328000

Www.cnio.es

Madrid, 13th February, 2023
To whom it may concern

It is with great pleasure I can write about the outstanding work that Robson Diego
Calixto accomplished during his 6-months fellowship in the Telomeres and Telomerase

Group at Spanish National Cancer Research Center (CNIO).

During his stage, he worked in “Reprogramming of differentiated somatic cells
into induced pluripotent cells (iPS) as a regenerative medicine tool”. He
reprogramming mouse embryonic fibroblasts (MEF) into iPS cells then performed
differentiation into osteoblasts for review osteogenic potential and later he analyzed

different telomeric parameters.

Robson Calixto displayed great talents in learning techniques applied to telomere biology
such as management of cell lines, transfection, transduction, protein quantification,
Western Blot, quantitative PCR and Telomere Restriction Fragment (TRF) for

measurement the telomere length.

He was a very motivated student and during his training in my lab, he has demonstrated
to be hardworking and capable of critical thinking. Robson got along well with everyone
in the lab, pulled his own weight on the project, and had the ability to compromise with

other team members.

In summary, Robson”s project was very successful and I approve its final report to be
presented to FAPESP. If I can be of any further assistance, or you would like to ask me

any specific question about Robson, please do not hesitate to contact me.

Yours sincerely,

W

Maria A. Blasco

Director of the Spanish National Cancer Research Center
Telomeres and Telomerase Group

Spanish National Cancer Center (CNIO)

3 Melchor Fernandez Almagro

Madrid - 28029 - Spain
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