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RESUMEN

INTRODUCCION: El uso de biomateriales para mejorar los procesos de curacion y
regeneracion. Estos deben estar disefiados para soportar la adhesion, proliferacion
y diferenciacion celular. Durante la diferenciacion de las células troncales
mesenquimales se presenta la expresion de diversos genes y moléculas no
codificantes que forman parte del DNA. El gen MEG3 codifica para un RNA largo no
codificante el cual ha demostrado que participa en la promocion de diferentes
carcinogenesis, pero podria tener también un papel importante durante la
diferenciacion osteoblastica. OBJETIVO: Evaluar la expresion de MEG3 durante la
diferenciacion osteogénica de hMSCs-AD en hidrogel de matriz extracelular ésea.
MATERIALES Y METODOS: Se cultivo tridimensionamente hMSCs-AD sobre
hidrogeles de matriz 6sea en medio convencional y medio osteogénico, se aisl6 el
RNA total de las células, se realizé la qPCR, se emplearon sondas TagMan
especificas para MEG3, ALPL, BSP, OSTX, SP7 y ACTB como gen constitutivo y
se realizo la tincion con rojo de alizarina. RESULTADOS: MEG3 se expresa en los
3 tiempos de diferenciancion de las MSC-AD, en niveles elevados. No se enontraron
diferencias significativas en los valores de expresion comparado con ALPL, BSP,
OSTX y ACB. CONCLUSIONES: En presencia del hidrogel de matriz extracelular
o0sea, MEG3 se expresa durante la ostediferenciacion de las hMSCs-AD en mayor
porcentaje en el grupo de medio convencional en comparacion con las demas
condiciones.

PALABRAS CLAVE: MEGS3, osteodiferenciacion, hMSCs-AD, hidrogel,
osteoblastos.



ABSTRACT

INTRODUCTION: The use of biomaterials to improve healing and regeneration
processes. These must be designed to support cell adhesion, proliferation, and
differentiation. During the differentiation of mesenchymal stem cells, the expression
of various genes and non-coding molecules that are part of the DNA occurs. The
MEG3 gene encodes a long non-coding RNA which has been shown to participate
in the promotion of different carcinogenesis but could also have an important role
during osteoblastic differentiation. OBJECTIVE: To evaluate MEG3 expression
during osteogenic differentiation of hMSCs-AD in bone extracellular matrix hydrogel.
MATERIALS AND METHODS: hMSCs-AD was cultured three-dimensionally on
bone matrix hydrogels in conventional medium and osteogenic medium, total RNA
was isolated from the cells, gPCR was performed, TagMan probes specific for
MEG3, ALPL, BSP, OSTX, SP7 and ACB as constitutive gene and alizarin red
staining was performed. RESULTS: MEG3 is expressed at high levels at the 3
differentiation times of AD-MSCs. No significant differences were found in
expression values compared to ALPL, BSP, OSTX and ACB. CONCLUSIONS: In
the presence of the bone extracellular matrix hydrogel, MEG3 is expressed during
ostedifferentiation of hMSCs-AD in a higher percentage in the conventional medium
group compared to the other conditions.

KEY WORDS: MEG3, Osteodifferentiation, hMSCs-AD, hydrogel, osteoblasts.
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1 INTRODUCCION

La ingenieria tisular 6sea ha surgido como una alternativa prometedora para
desarrollar sustitutos que reparen, mantengan o mejoren la funcion biologica de los
tejidos oseos. Se basa en el uso de bioandamios para mejorar los procesos de

curacion y regeneracion (1).

Estos bioandamios deben estar disefiados para soportar la adhesion, proliferaciéon
y diferenciacion celular, ademas de soportar las demandas del sitio lesionado
durante todo el proceso de regeneracion. Podemos clasificar a los bioadamios
segun su origen en derivados del hospedador, sintéticos, naturales y bioceramicos
(2). Los naturales pueden obtenerse a partir de proteinas como fibrina, fibroina,
colageno y matriz extraceluar (MEC) o de polisacaridos como quitosano,
hialuronano y alginato (3).

A partir de estas fuentes pueden presentarse diferentes presentaciones tales como
nanofibras, microesferas, esponjas e hidrogeles. Los hidrogeles se encuentran
entre las categorias de bioandamios para guiar el crecimiento 6seo mas empleados
y estudiados gracias a sus ventajas potenciales de biocompatibilidad,
degradabilidad controlada por células e interaccion celular intrinseca (4).

Los hidrogeles basados en MEC son derivados de tejidos de MEC descelularizados
y se han explorado ampliamente para la regeneracion tisular in situ ya que
proporcionan un entorno semejante al del tejido nativo, especialmente al
comportamiento celular, permitiendo la diferenciacién para la formacion de nuevos
tejidos (5). Este proceso es llevado a cabo principalmente por las células troncales
mesenquimales, las cuales tienen la capacidad de diferenciarse en osteoblastos (6).

Se ha observado en diversas investigaciones, que durante la diferenciacion de las

células troncales mesenquimales a osteoblastos, se presenta la expresion de

diversos genes y moléculas no codificantes que forman parte del DNA (7). Partes
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de estas moléculas son los RNAs largos no codificantes (LncRNA) los cuales no

generan proteinas tratando de asociarse su expresion con el linaje y funcion celular

(8).

Se ha reportado que la ausencia de MEG3 disminuye la osteodiferenciacion (9). Sin
embargo no existe suficiente evidencia para utilizarlo como un biomarcardor
osteogénico por lo que nuestro objetivo es evaluar la expresion de MEG3 durante
la diferenciacion osteogénica en de hMSCs-AD en presencia del hidrogel de matriz

extracelular 6sea.
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1.1 MARCO TEORICO

1.1.1 TEJIDO OSEO

El tejido 6seo es una variante especializada del tejido conectivo compuesta por
células y una matriz extracelular (MEC). Lo que diferencia al tejido 6seo de otros
tipos de tejido conectivo es la mineralizacién de su matriz, lo que resulta en un tejido
extremadamente resistente que brinda soporte y proteccion. Esta mineralizacion se
logra mediante la presencia de fosfato de calcio en forma de cristales de
hidroxiapatita. Ademas de su funcidén de soporte y proteccion, el tejido éseo también
desempenfia un papel secundario importante en la regulacion homeostatica de los
niveles de calcio en la sangre, ya que actua como un depdsito de calcio y fosfato
que puede liberarse a la sangre segun sea necesario para mantener las

concentraciones apropiadas en todo el organismo (10).

1.1.2 COMPONENTES CELULARES

El hueso esta constituido por cuatro tipos de células distintas que mantienen una
constante interaccién con la matriz extracelular circundante. En primer lugar, las
células osteoprogenitoras poseen la capacidad de dividirse y diferenciarse en
diversos tipos celulares 0seos. Estas células, a menudo denominadas células
madre mesenquimales (MSCs), se convierten en osteoblastos en un entorno

propicio para la formacién Osea.

Los osteoblastos, por su parte, son células encargadas de la creacion del tejido
0seo, ya que sintetizan y liberan la matriz de colageno y facilitan la mineralizacién
de la matriz 6sea. Una vez que la matriz secretada por los osteoblastos se calcifica,
estas células quedan atrapadas en su interior. En consecuencia, experimentan una
transformacion morfolégica y se convierten en osteocitos, que son las células
principales en el hueso maduro, responsables de mantener la integridad del tejido

0seo.
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(c) (d)

Figura 1. Micrografias electréonicas de porciones de hueso alveolar de ratas.
(a) Seccidon semifina tefiida con azul de toluidina que muestra una porcién de una
trabécula 6sea (B). Los osteoblastos (Ob) y las células del revestimiento 6seo (BLC)
estan presente en la superficie del hueso, mientras que los osteocitos (Ot) se
observan atrapados en la matriz ésea. BV: vasos sanguineos. Barra de escala:
15 um. (b) Seccidon sometida al método de impregnacion de plata. Obsérvense los
procesos citoplasmaticos (flechas) de los osteocitos (Ot) que los conectan entre si.
Barra de escala: 15um. (c) Micrografia electrénica de barrido que muestra dos
osteocitos (Ot) rodeados de matriz 6sea (B). Noétese que los procesos
citoplasmaticos (flechas) se observan entre los osteocitos (Ot) formando una red
interconectada. Barra de escala: 2 um. (d) Micrografia electronica de transmisién
que muestra un osteocito tipico (Ot) dentro de una laguna (La) en la matriz 6sea (B),
con sus procesos citoplasmaticos (flechas) dentro de los canaliculos (Ca). Barra de
escala: 2 ym. N: nucleo (11).
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1.1.3 MATRIZ EXTRACELULAR (MEC)

La matriz extracelular (MEC) 6sea es una estructura tridimensional no celular
secretada por las células al espacio extracelular, que comprende compuestos
inorganicos y organicos. Los principales componentes inorganicos de la MEC son
hidroxiapatita y oligoelementos deficientes en calcio, mientras que la MEC organica

consta de colageno tipo | y proteinas no colagenas.

La matriz extracelular mineralizada es responsable de la resistencia del hueso a la
fractura. Las proteinas que componen la MEC 6sea se pueden dividir en colageno
y, en menor medida, otras proteinas no colagenas (NCP). Las células formadoras
de hueso (osteoblastos) secretan el compuesto principal de la matriz organica:
colageno tipo I, que constituye alrededor del 85-90% del contenido total de proteina
Osea. El colageno tipo | desempeiia un papel estructural importante en el hueso, y
también contribuye a la organizacion del tejido y, por lo tanto, a sus propiedades

mecanicas (1).

Las proteinas no colagenas que se encuentran en la matriz extracelular son las
macromoléculas de proteoglucanos como hialuronano, condroitin sulfato, vy
querantan sulfato, las cuales contribuyen a que el hueso ofrezca resistencia a la
compresion. También son responsables de la fijacion de los factores de crecimiento

y puede inhibir la mineralizacion.

Las glucoproteinas multiadhesivas, que intervienen en la adhesion de las células
Oseas y las fibras colagenas a la sustancia fundamental mineralizada, osteonectina,
podoplanina (E11), Proteina de la matriz de dentina (DMP) y proteinas dependientes
de vitamina K osteoespecificas como la osteocalcina. Estas participan en el
ensamblaje del colageno y la formacién de enlaces cruzados afectando las
propiedades mecanicas del colageno. De esta manera, las anomalias en los enlaces
cruzados del colageno se han asociado con un mayor riesgo de fractura (1, 12).
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Es por esto que la correcta sintesis y orientacion de las fibras de colageno son
imprescindibles para obtener una matriz 6sea sana capaz de soportar la resistencia

a la traccion 6sea.

Otro componente de la MEC 6sea son los factores de crecimiento y citocinas que al
expresarse participan como guia para que los componentes celulares propios del
tejido 6seo y celulas del sistema inmunogico puedan realizar correctamente sus

funciones.

La matriz extracelular descelularizada se ha utilizado ampliamente para
aplicaciones de ingenieria de tejidos y se esta volviendo cada vez mas versatil, ya
que puede tomar muchas formas, incluidos parches, polvos e hidrogeles. Después
de un procesamiento adicional, la MEC descelularizada puede formar un hidrogel
inducible que se puede inyectar, lo que brinda nuevas oportunidades de
procedimientos minimamente invasivos. Los hidrogeles de MEC se han derivado de
numerosas fuentes de tejido y se han aplicado para tratar muchos modelos de
enfermedades, como lesiones isquémicas y regeneracion o reemplazo de érganos
(13).

Por ultimo, los osteoclastos, células grandes multinucleadas originadas a partir de
células progenitoras hematopoyéticas y con una diferenciacion terminal, son las
encargadas de la degradacion del tejido 6seo. Poseen una capacidad unica para
llevar a cabo la reabsorcion 6sea. Dado que el hueso es un tejido dinamico, la
remodelacion désea esta rigurosamente regulada por la colaboracién entre los

osteoblastos, que generan nuevo tejido dseo, y los osteoclastos, que lo reabsorben.

1.1.4 REGENERACION OSEA

El tejido 6seo tiene la capacidad de reparar continuamente los dafios menores que
se producen en situaciones cotidianas a través de un proceso llamado

osteogénesis, que es la funcion principal de los osteoblastos. La osteogénesis
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involucra una serie de etapas criticas, que incluyen la migracion y division de células
mesenquimales, la diferenciacién de estas células en condroblastos (que forman
cartilago) y, finalmente, la reemplazan del cartilago por tejido 6seo. En este proceso,
el nuevo tejido éseo formado conserva las caracteristicas y propiedades necesarias

para cumplir las funciones requeridas por el organismo (1).

Sin embargo, existen numerosas situaciones en las cuales el proceso de reparacion
natural no ocurre. Ejemplos de esto son fracturas de gran magnitud, malformaciones
congénitas, osteonecrosis, procedimientos quirurgicos, entre otras afecciones. Los
defectos Oseos de tamafio critico resultantes de estos problemas impiden la
regeneracion natural del hueso y, en estos casos, se necesita apoyo adicional (14).

En la actualidad, se aplican diversas terapias para tratar lesiones 6seas que no
pueden repararse de manera natural. Una de estas terapias implica el uso de
injertos 6seos y sustitutos, que son desarrollados a través de la ingenieria de tejidos.
Estos injertos y sustitutos ayudan a estimular la regeneracion 6ésea en areas donde

la reparacion natural es insuficiente.

1.2 INGENIERIA DE TEJIDOS

La ingenieria tisular es un campo interdisciplinario que fusiona los principios de la
ingenieria de materiales con las ciencias biolégicas. Su objetivo principal es
desarrollar sustitutos que reparen, mantengan o mejoren la funcion bioldgica de los
tejidos. Este enfoque se basa en una comprensién profunda de la formacién y
regeneracion de los tejidos, y su proposito es inducir la creacién de nuevos tejidos

funcionales en lugar de simplemente implantar piezas de repuesto.

La ingenieria tisular se enfoca en restaurar, mantener o mejorar las funciones de los
tejidos que presentan defectos o que se han perdido debido a diversas condiciones
patoldgicas. Esto se logra mediante el desarrollo de sustitutos biolégicos (15), los

cuales se basan en una triada.
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Esta triada esta compuesta por los siguientes elementos:
a) Células: Son cruciales para la formacion de nuevo tejido regenerativo. Estas
células desempefian un papel central en el proceso de reparacion y
regeneracion de tejidos dafiados.

b) Factores de crecimiento: Contribuyen a la multiplicacién y diferenciacion de
las células. Estos factores son sefales bioquimicas que guian el

comportamiento de las células en la regeneracion tisular.

c) Biomateriales: También se denominan andamios y sirven como soporte para
las células en las etapas iniciales de la regeneracion. Estos biomateriales
promueven la proliferacion y diferenciacion celular y proporcionan la

estructura necesaria para el desarrollo del nuevo tejido.

En resumen, la ingenieria tisular se basa en la integracion de células, factores de
crecimiento y biomateriales para desarrollar soluciones que reparen o regeneren
tejidos danados, con el objetivo de restaurar o mejorar la funcion bioldgica de los

tejidos en condiciones patologicas (16).

1.2.1 FACTORES DE CRECIMIENTO

Los factores de crecimiento son moléculas de sefializacion con la capacidad de
desempenar dos funciones esenciales en las células: pueden estimular su
proliferacion, actuando como mitdégenos, o inducir cambios en el fenotipo de las

células objetivo, funcionando como morfogenos.

En el contexto de la osteogénesis, se destacan factores de crecimiento especificos,
como las proteinas morfogénicas 6seas (BMP), el factor insulinoide de crecimiento
beta (TGF-f3), el factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) y el factor de
crecimiento de fibroblastos (FGF) (17). Estos factores son especialmente relevantes
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en aplicaciones de ingenieria de tejido 0seo, ya que desempefian un papel

fundamental en el proceso (18).

Para promover eficazmente la regeneracion tisular, es esencial contar con un
dispositivo que brinde el apoyo necesario para la proliferacion celular, mantenga la
funcién diferenciada de las células y transmita las sefiales biolégicas requeridas
para preservar la expresion génica especifica. Ademas, este dispositivo debe definir
la arquitectura del tejido. Estos dispositivos se conocen como matrices
tridimensionales o biomateriales (19).

1.2.2 BIOMATERIALES

Los biomateriales, también conocidos como andamios o matrices, desempefian un
papel fundamental en la ingenieria de tejidos al funcionar como estructuras
artificiales. Estos andamios tienen la funcion de guiar el crecimiento de las células
que estan sembradas dentro de la estructura porosa del andamio o de las células
que migran desde el tejido circundante (20).

La clave en el disefio de estos andamios radica en su capacidad para favorecer la
adhesion, proliferacion y diferenciacion celular, ademas de resistir las demandas
especificas del sitio lesionado durante todo el proceso de regeneracion, lo cual
puede variar segun la zona a regenerar y las propiedades del material utilizado (15).

1.2.2.1 HIDROGELES

Dentro del campo de la ingenieria tisular, los hidrogeles son uno de los tipos de
andamios mas utilizados y estudiados para guiar el crecimiento del tejido 6seo.
Estos hidrogeles son polimeros en red que tienen una fuerte afinidad por el agua y
estan tipicamente compuestos por cadenas entrecruzadas. Tienen la capacidad de
absorber grandes cantidades de agua y otros liquidos. Los hidrogeles pueden estar
hechos de macromoléculas de origen natural, lo que les otorga ventajas como la

biocompatibilidad, la degradacion controlada por las células y la interaccion
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intrinseca con las células. Ademas, poseen propiedades que les permiten aumentar
su tamafo en medios acuosos y responder a estimulos como cambios en el pH o la
temperatura, lo que ha llevado a un interés creciente en su investigacion y desarrollo

en los ultimos afos (4).

Estos hidrogeles pueden prepararse a partir de una matriz extracelular solubilizada.
Se ha demostrado que pueden administrarse mediante procedimientos
minimamente invasivos y, o que es mas importante, que pueden modificar de
manera beneficiosa la respuesta predefinida a las lesiones tisulares, contribuyendo

a un resultado constructivo y funcional (21).

Para la formacion de estos hidrogeles, se han utilizado diversos tejidos como base,
incluyendo la matriz descelularizada de la vejiga urinaria, la submucosa del intestino
delgado y, mas recientemente, tejido 6éseo bovino. Esto ha demostrado ser un
enfoque prometedor para la ingenieria de tejido 6seo basado en matrices

extracelulares.

1.2.2.1.1 HIDROGELES DE MATRIZ EXTRACELULAR OSEA

El uso de matriz ésea desmineralizada (DBM) como sustituto de injertos 6seos
osteoconductores se ha estudiado en investigaciones previas, aunque con
resultados variables. Estos resultados pueden variar debido a diferencias en la
preparacion, los métodos de procesamiento y la edad del donante, que influyen en
las propiedades y el éxito clinico de la DBM (22).

Para mejorar las propiedades, se somete a un riguroso proceso de descelularizacion
para garantizar la eliminacion completa de cualquier resto de células o residuos
celulares, ya que se ha comprobado que estos son perjudiciales en los procesos de
remodelacion tisular. Luego de la descelularizacion, se lleva a cabo una técnica de

digestion y solubilizacion, para finalmente pasar por un proceso de gelificacion,
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dando lugar a la formacién del hidrogel. Por lo tanto, el material resultante muestra

diferentes propiedades estructurales, mecanicas y bioldgicas (23, 24).

En el ambito de la ingenieria de tejidos, existen diversas opciones de biomateriales
que desempefian un papel critico. Estos materiales deben proporcionar un sustrato
adecuado para la unién, proliferacién, diferenciacion y migracion celular, ademas de
facilitar el transporte de nutrientes, desechos y factores de sefalizacion bioldgica
para asegurar la supervivencia celular. El andamio ideal para su aplicacién en la

ingenieria de tejidos 6seos debe cumplir con ciertos requisitos (1,25,26).

Los mecanismos por los cuales los hidrogeles de MEC dirigen el comportamiento
celular e influyen en los resultados de la remodelacion solo se comprenden
parcialmente, pero probablemente incluyan sefales estructurales y biologicas

retenidas del tejido de origen nativo (5).

El requisito principal para cualquier biomaterial es ser biocompatible, ya que entra
en contacto directo con los tejidos y debe ser bien tolerado para ayudar a restaurar
la funcién previamente perdida, Se ha demostrado ampliamente que los hidrogeles
son muy adecuados para las aplicaciones biomédicas debido a su excelente
biocompatibilidad y biodegradabilidad, excelente hidrofilicidad, permeabilidad

controlable y métodos de fabricacion sencillos (27).

1.3 CELULAS TRONCALES MESENQUIMALES

Las células madre mesenquimales (MSCs) desempefian un papel esencial en
diversas aplicaciones de ingenieria de tejidos. Estas células poseen un potencial de
autorrenovacion y la capacidad de diferenciarse en multiples tipos celulares. Son
particularmente adecuadas para la regeneracion Osea debido a su facil
disponibilidad y métodos de recoleccion, abundancia, capacidad de diferenciacion
hacia células 6seas y potentes propiedades de inmunomodulacion (28). La
diferenciacion osteogénica de las MSCs es un area de interés en la regeneracion
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osea. Un tipo especifico de MSC son las células madre derivadas del tejido adiposo
(hMSCs-AD), que pueden recolectarse y diferenciarse con facilidad en varios tipos
celulares, como condrocitos, adipocitos y osteoblastos. Debido a sus caracteristicas
especiales, las hMSCs-AD se utilizan con frecuencia en la regeneracion 0sea, tanto
en entornos de laboratorio como en estudios in vivo (29).

La identificacion de los factores involucrados en la diferenciacion osteogénica de las
hMSCs-AD es crucial para comprender mejor los mecanismos de este proceso. En
la literatura se han utilizado diversas metodologias para estimular la osteogénesis
de las hMSCs-AD, que incluyen el uso de medios osteogénicos convencionales,
factores de crecimiento, hormonas, condiciones de hipoxia, estimulos mecanicos y
quimicos, modificacion genética, asi como la aplicacion de nanotecnologia. Estas
estrategias buscan favorecer la diferenciacion de las hMSCs-AD hacia el linaje

osteogénico, lo que resulta fundamental en la regeneracion del tejido 6seo (30).
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Figura 2. Diferenciacion multilinaje de Células Troncales Mesenquimales. Las
células troncales mesenquimales presentan un potencial de diferenciacion multiple

que incluye a linajes como los osteoblastos, condrocitos, miocitos y neuronas (31).
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1.3.1

DIFERENCIACION OSTEOGENICA

El proceso de diferenciacion de las células madre en osteoblastos, las cuales son

responsables de la formacién y mineralizacién de la matriz dsea, implica varias

etapas sucesivas con una capacidad de proliferacién que disminuye gradualmente.

Estas etapas conducen a la formacion de preosteoblastos comprometidos, los

cuales posteriormente se diferencian en osteoblastos maduros que desempefan un

papel

fundamental en la deposicion de los componentes necesarios para la

construccion de la matriz ésea, seguida de su mineralizacion (32).

El crecimiento y la diferenciacion de las células mesenquimales hacia osteoblastos

en entornos in vitro pueden dividirse en tres etapas, cada una de las cuales se

caracteriza por la expresion de marcadores especificos de osteoblastos:

a)

b)

Proliferacion: Esta primera etapa tiene una duraciéon de aproximadamente
cuatro dias y se caracteriza por una proliferacion de células progenitoras
osteoblasticas. Durante esta fase, se inducen diversos marcadores
asociados al ciclo celular.

Maduracién de la matriz extracelular: En la siguiente etapa, se produce la
maduracién de la matriz extracelular. Esto se manifiesta mediante la
expresion de proteinas extracelulares, como el colageno, y un aumento en la
expresion de la fosfatasa alcalina. Este proceso es de vital importancia para

permitir la mineralizacidon de la matriz.

Mineralizacion: La etapa final implica la mineralizacién de la matriz 6sea.
Requiere la induccion de proteinas como la osteocalcina y la osteopontina,
asi como la deposicion de fosfato de calcio en la matriz extracelular.

La progresion de las células mesenquimales hacia osteoblastos esta regulada por

sefales fisiologicas, que incluyen la influencia de proteinas clave en el proceso,

como el factor de crecimiento beta, las proteinas morfogénicas 6seas, la vitamina D
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y los glucocorticoides. Estas sefiales desempefian un papel fundamental en la
direccidén de las células hacia su diferenciacion en osteoblastos y en la posterior

formacion y mineralizacion de la matriz ésea.

1.3.1.1 MARCADORES OSTEOGENICOS

Los marcadores osteogénicos son un conjunto de genes que desempefian
funciones clave en la diferenciacion de los osteoblastos y en el proceso de
mineralizacidon de la matriz 6sea (33). Estos marcadores se dividen en dos
categorias: aquellos que reflejan la tasa de formacién y aquellos que reflejan la tasa

de resorcion.

En el contexto de la formacion de la matriz extracelular 6sea y su posterior
mineralizacion, la fosfatasa alcalina (ALPL) es un marcador esencial. La ALPL
desempena un papel fundamental en el proceso de mineralizaciéon de la matriz
extracelular. Su expresion se utiliza para describir la progresion de la diferenciacion
osteogénica. Esta proteina es producida por los osteoblastos y se encuentra
anclada en su superficie celular externa, actuando como una "ecto-enzima" que

funciona en el espacio extracelular (34).

Otro factor clave en la diferenciacion osteoblastica es el factor de transcripcion
Osterix (SP7), el cual regula la expresion de diversos genes osteoblastos, como OC,
ON, OPN, BSP y COL1. Este factor de regulacion trabaja en conjunto con otros
reguladores conocidos, como PNMP4, AJ18, RUNX2 y COX2 (35).

Un factor de transcripcion fundamental en la diferenciacidon osteoblastica,
considerado como el interruptor maestro de este proceso, es el factor relacionado a
Runt-2 (RUNX2/CBFA1). RUNX2 es crucial para la generacion de tejido
mineralizado (36, 37) y su expresion génica se analiza tipicamente en las primeras

etapas de la diferenciacion osteogénica (34).
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Se ha demostrado que la expresidon del factor de transcripcion 2 relacionado con
Runt (RUNX2) aumenta en los primeros dias de la diferenciacion osteoblastica
debido a la convergencia de diversas vias de sefializacion. RUNX2 estimula la
expresion de genes como OC, OPN, COLA1, colagenasa 3 (MMP13), BSP, ALPL y
TGF- BR1, desempefiando un papel fundamental en la regulacion de la

diferenciacion osteogénica.

La regulacion positiva de Runx2 en las MSC promueve su potencial de
diferenciacion en osteoblastos inmaduros, al tiempo que inhibe su compromiso de
linaje con los adipocitos. Ademas, se ha demostrado que Runx2 es necesario para
la induccién de genes importantes de la matriz 6sea en osteoblastos inmaduros.
mientras que son innecesarios para el mantenimiento de estos genes en los
osteoblastos maduros. De hecho, un estudio reciente ha demostrado que la
regulacion directa entre Runx2 y Glut1 (un transportador de glucosa) facilita el inicio
de la diferenciacion de los osteoblastos (32).

Por otro lado la Sialoproteina Osea (BSP) se encuentra exclusivamente en tejidos
mineralizados con funciones esenciales en la formacidn inicial de hidroxiapatita (38).
La BSP desempefia una gran cantidad de funciones fisiologicas, incluida la
mineralizacidon de la matriz, la induccion de la adhesién de osteoblastos y
osteoclastos y la induccidn de la reabsorcion ésea in vitro (34).

1.4 RNA LARGOS NO CODIFICANTES

Los RNA largos no codificantes (LncRNA) son una clase de moléculas de RNA que
se transcriben a partir del DNA, pero a diferencia de los RNAmM (RNA mensajero)
que codifican proteinas, los LncRNAs no codifican proteinas y, en su lugar,
desempenfan diversas funciones regulatorias en la célula. Aunque en un principio
se pensaba que la mayor parte del genoma humano no codificaba proteinas, se ha
descubierto que una gran cantidad de este "DNA basura" en realidad produce
LncRNAs con funciones bioldgicas importantes (39).
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Se ha informado que los LncRNA participan en numerosos procesos bioldgicos,
como la transcripcion, la postranscripcion y la regulacion traduccional de la
expresion genética. Por otro lado, estudios han demostrado que el LncRNA ANCR
desempefiaba un papel vital en la regulacion de la proliferacion y diferenciacion
osteogénica de las celulas mesenquimaries del ligamento periodontal (PDLSC) (40,
41). Ademas, se informo6 que H19, otro LncRNA importante, desempefa un papel
importante en la diferenciacion osteogénica de PDLSC a través de la via de
sefalizacion wnt/B-canteina (42). Ademas, recientemente se ha certificado una
nueva regulacion en la que los LncRNA pueden interactuar con los mRNA a través
de la competencia por elementos de respuesta de miRNA compartidos. En esta
circunstancia, los LncRNA funcionan como ceRNA, es decir, esponjas o antagomirs
de miRNA, para afectar los niveles de expresion y las actividades de los miRNA,
reprimiendo asi los objetivos de miRNA y provocando un nivel adicional de

regulacion postranscripcional

En los ultimos afos se ha descubierto que el LncRNA esta implicado en muchos
procesos bioldgicos, como el mantenimiento de la homeostasis en células y tejidos
(43). En el sistema inmunitario, el LncRNA regula la diferenciacién, activacion,
proliferacion, apoptosis y expresion de citocinas de los linfocitos T (44). También se
ha demostrado que algunas transcripciones que se anotan como LncRNA en
realidad codifican proteinas pequefas (39, 45)

La funcion y la relevancia biologica de la gran mayoria de los LncRNA siguen siendo
enigmaticas. Dado que ahora se sabe que los elementos reguladores de la
transcripcion, como los potenciadores y los promotores, inician la transcripcion de
forma bidireccional (8, 46), es probable que muchos LncRNA, si no la mayoria, en
realidad representan RNA que se inician en potenciadores o promotores, pero no
realizan funciones especificas de secuencia (46). Se ha propuesto que los LncRNA

llevan a cabo diversas funciones, incluida la regulacién transcripcional en cis o trans,
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la organizacion de dominios nucleares y la regulacion de proteinas o moléculas de
RNA (43, 47).

1.41 MEG3

MEGS3 es un gen impreso expresado en la madre que representa un LncRNA, se
localiza cromosomicamente en 14q32.3 en humanos (9). MEG3 es expresado en
niveles abundantes en muchos tejidos ya que juega un papel vital en el desarrollo y
crecimiento (48). MEG3 es ampliamente reconocido como un supresor de tumores
que se expresa en niveles bajos en algunos tipos de cancer y se correlaciona con

el prondstico (49).
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1.5 ANTECEDENTES

En 2017, Zhen, Li, et. al. (50), demostré en su investigacion que MEG3 estaba
regulado negativamente durante la adipogénesis y aumentado durante la
osteogénesis de las celulas mesenquimales adiposas humanas (hASCs). Mostro
que la eliminacion de MEG3 promovia la diferenciacién adipogénica, mientras que
inhibia la diferenciacion osteogénica de las hASC. Mecanicamente, MEG3 puede
ejecutar su funcion regulando miR-140-5p. Ademas, miR-140-5p se reguld
positivamente durante la adipogénesis y disminuy6é durante la osteogénesis en
hASC, lo que se correlacioné negativamente con MEG3. Concluyendo que MEG3
participa en el equilibrio de la diferenciacion adipogénica y osteogénica de las hASC,

y el mecanismo puede ser mediante la regulacion de miR-140-5p (50).

Por otro lado en el estudio de Yiu Li, et al. 2019 (51) se encontr6 que el LncRNA
MEG3 esponjeaba miR-27a-3p para aumentar la regulacion de IGF1 y dar como
resultado la activacion de la via de sefalizacion PI3K/Akt. En conjunto, el eje
LncRNA MEG3/miR-27a-3p/IGF1 juega un papel en la diferenciacion de la
osteogénesis de PDLSC mediante la activacion de la via de sefalizacion PI3K/Akt.

Ademas, se ha resaltado que el LhcRNA MEG3 es un inhibidor de la periodontitis
debido al nuevo mecanismo subyacente al eje LncRNA MEG3/miR-27a-3p/IGF1 a
través de la via de senalizacion PI3K/Akt al promover la diferenciacion osteogénica
en Celulas mesenquimales de ligamento periodontal PDLSC. Ademas, el resultado
mostro que el eje LnhcRNA MEG3/miR-27a-3p/IGF1 jugbd un papel importante en la

comprension de la patogénesis de la periodontitis para un mejor prondstico (44).

Wenzhuo Zhuang, et. al. en 2015 (9), confirma en su estudio que la eliminacion de
MEGS3 redujo significativamente la expresion de marcadores osteogénicos clave,
incluido Runx2, osterix y osteocalcina, mientras que la sobreexpresion de MEG3
mejoro su expresion. Ademas, encontré que la eliminacién de MEG3 disminuyd la
transcripcion de BMP4, demostrando asi que MEG3 es fundamental para la
represion transcripcional SOX2 de BMP4.
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En 2018 Chen et al. concluyeron en su investigacion, que la inhibicion de DEPTOR
aumento notablemente la expresion de MEG3, y mencionan que una investigacion
adicional indicé que DEPTOR podria unirse directamente a una region del promotor
MEGS3 para regular su transcripcion. Ademas, la inhibicion de MEG3 redujo la
mejora de la diferenciacion osteogénica provocada por la eliminacion de DEPTOR,

lo que sugiere que DEPTOR regulaba la osteogénesis de BMSC a través de MEG3
(7).

Wang Qiujun, et. al., en 2017 (52), reportaron que obtuvieron como resultado de su
investigacion que MEG3 se expresaba altamente en células mesenquimales de
medula 6sea (BMSC) de osteopordsis postmenopausica (PMOP); encontraron
tambien que la mayor expresion de MEG3 regul6 negativamente SLC39A1
mediante la elevacion de la expresion de miR-133a-3p vy, por lo tanto, inhibid la

diferenciacion osteogénica de BMSC, lo que condujo a PMOP.
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1.6 JUSTIFICACION

Durante los procesos quirurgicos odontolégicos amplios tales como la cirugia
periapical, se ha buscado utilizar andamios que faciliten la regeneracion osea a
traves de diferentes materiales. Los andamios de hidrogel de matriz extracelular
osea bovina cuentan con las caracteristicas necesarias para inducer a la formacion
de tejido 6seo y son biocompatibles. Diversos autores han reportado la presencia
de genes especificos que aceleran y participan en este proceso, como es el caso
de MEGS3. Es por eso que la presente investigacion pretende encontrar la relacion
en la osteodiferenciacion de AD-MSC en un andamio de hidrogel de matriz

extracelular osea con la presencia del LhcRNA MEG3.
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1.7 HIPOTESIS

El LncRNA MEG3 se expresara durante la osteodiferenciacion de ADS-MSC en
presencia de un hidrogel de MEC 6sea.
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1.8 OBJETIVOS

1.8.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar la expresion de MEGS3 durante la diferenciacidon osteogénica de hMSCs-

AD en hidrogel de matriz extracelular ésea.

1.8.2 OBJETIVO ESPECIFICOS

¢ Inducir la diferenciacioén osteogénica de hMSCs-AD cultivadas de hidrogel

de matriz extracelular.

e Determinar la expresion de genes involucrados en el proceso de
diferenciacion osteogénica como MEG3, ALPL, BSP, RUNX2 y OSX.
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2 METODOLOGIA

2.1 DISENO EXPERIMENTAL

Se realizd un estudio experimental, transversal y prospectivo.

2.2 LUGAR DE OBTENCION DE LA MUESTRA

Laboratorio de microbiologia e inmunologia de la facultad de quimica de la
Universidad Auténoma De Sinaloa.

2.3 POBLACION DE ESTUDIO

Se trabajé con un cultivo de hMSCs-AD (células troncales mesenquimales
derivadas de tejido adiposo).

2.4 DISENO METODOLOGICO

2.41 CULTIVO CELULAR

Las hMSCs-AD se obtuvieron de ATCC (Cat # PCS-500-011, ATCC). Las células
se encontraban almacenadas en un tanque de nitrogeno liquido en el Laboratorio
de Microbiologia Molecular de la Facultad de Ciencias Quimico-Bioldgicas de la
Universidad Autonoma de Sinaloa. El proceso consistio en descongelar h(MSCs-AD
utilizando un bafio maria a 37°C. Posteriormente, se sembraron en cajas de 25 cm?
que contenian medio de cultivo DMEM enriquecido con un 10% de suero fetal

bovino y un 1% de penicilina y estreptomicina.

Para lograr la expansion celular, se incubaron a 37°C en una atmodsfera que
contenia un 5% de CO2 y un 95% de humedad hasta que el cultivo alcanzara un
70% de confluencia. En este punto, las células se desprendieron del recipiente de
cultivo mediante el uso de una solucion quimico-enzimatica que contenia tripsina-

EDTA al 0.25%. La viabilidad y la concentracion celular se evaluaron mediante la
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tincion de vitalidad con azul de tripano (0.4%) y la utilizacion de una camara de

Neubauer.

2.4.2 DIFERENCIACION OSTEOGENICA

Se cultivaron tridimensionamente 5x10* hMSCs-AD sobre hidrogeles de matriz 6sea
bovina en medio osteogénico (DMEM, FBS 10%, 50 pg/ml acido ascorbico, 10 mM
B-glicerofosfato, 10 nM de dexametasona) y medio convencional durante 7 dias.
Después de ese tiempo, las células fueron cosechadas para realizar extraccion de
RNA. Como control positivo las células se cultivaron en medio osteogénico. Como

control negativo se cultivaron las células en medio convencional.

2.4.3 TINCION DE CRISTALES DE CALCIO CON ROJO DE ALIZARINA

Para la confirmacion del fenotipo osteoblastico se procedid a realizar la tincidén de
los cristales de calcio para visualizar la deposicion mineral con rojo de alizarina
(Rojo de alizarina 2% a pH=4.1-4.3) a los 10 dias post-induccién osteoblastica, para
lo cual las células fueron lavadas con PBS 1X, posteriormente se agregé 1 mL de
colorante a cada pozo a tefiir incubando 15 min a 25°C, transcurrido el tiempo se
retiré el colorante y se lavd con PBS 1X. Las tinciones fueron visualizadas en un

microscopio optico con los objetivos de 10X.

2.5 EXTRACCION DE RNA

Para la obtencion de RNA total se emple6 la metodologia de TRIzol. Las células a
los 7 dias post-induccion osteogeénica se lisaron en 1 mL de TRIzol (Invitrogen) y
después se afiadieron 0.3 mL de cloroformo mezclando por inversion durante 15 s,
seguido de esto se incubd durante 5 min a temperatura ambiente para
posteriormente someter a centrifugacion la muestra a 12,000 g por 15 min a 4°C.

La fase acuosa superior se transfirio a un tubo de 1.5 mL y se le afiadieron 200 L
de isopropanol para precipitar el RNA incubando en hielo durante 15 min. Luego, se

centrifug6 a 12,000 g durante 15 min a 4°C. Se desechd el sobrenadante y la pastilla
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se lavo con etanol absoluto frio. Seguido de eso se centrifugd a 12,000 g durante
15 min a 4°C. Se elimind el sobrenadante y la pastilla se dejo secar durante un lapso
de 5 min a temperatura ambiente. El RNA finalmente fue resuspendido en un
volumen de 22 pL de agua libre de nucleasas, incubando durante 5 min a 45°C en
bafio Maria.

2.5.1 CUANTIFICACION DE RNA TOTAL

La concentracion y la pureza de RNA se determin6 en un Nanodrop One (Thermo
Scientific) y se verifico su integridad en geles de agarosa al 1.5 % tefiidos con Gel-
Red, mediante una electroforesis a 50 V durante 50 minutos.

2.5.2 RT-QPCR

La transcripcidn inversa para la sintesis del cDNA se realizé en el (termociclador
T100 BioRad) con un templado de 20 pL (2,000ng/ uL de RNA) usando el kit High
Capacity y siguiendo las especificaciones del fabricante. Se programara a tres
temperaturas a 25°C por 10 minutos; 37°C por 2:00 horas; seguido de un paso de
85°C por 5 minutos y un paso final a 4°C. Una vez obtenido el cDNA, se realizara la
gPCR se emplearan sondas TagMan especificas para MEG3, ALPL, BSP, OSTX 'y
Actina Beta como gen constitutivo. El nivel de expresion relativa se calculd de la
siguiente manera:
Expresion relativa = 2722Ct donde:
ACt = Ct (Gen problema) - Ct (Gen constitutivo).
AACt = ACt (muestra control) - ACt (muestra problema).

2.6 ANALISIS ESTADISTICO

Los experimentos se realizaron por triplicado y los resultados se representaran
como promedios + desviacion estandar. Se utiliz6 ANOVA para comparar las
diferencias entre los grupos. La prueba de Tukey para la comparacién de los
promedios. Un valor de p<0.05 sera considerado como estadisticamente
significativo.
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3 RESULTADOS

3.1 EVALUACION MORFOLOGICA

Se tomaron imagenes representativas de hMSCs-AD en contacto con hidrogeles y
DMEM, usando un microscopio optico y con objetivo de 10x durante los distintos
tiempos de evaluacion que fueron dia 0, dia 4, dia 7 y dia 10, para posteriormente
evaluar y comparar la morfologia. Se puede observar en el dia 0, en contacto con
hidrogel (Figura 3C,D), una morfologia alargada de tipo fibroblastoide, con
prolongaciones de forma estrellada, con uniones intercelulares, este mismo patron

se observa en el caso de las hMSCs-AD sin hidrogel (Figura 3A, B).

En el dia 4, en el grupo de medio osteogénico sin hidrogel se pueden observar las
hMSCs-AD de forma alargada de tipo fibroblastoide con una organizacion de forma
agrupada, en empalizada, con formacion de cumulos celulares (Figura 3F). En el
caso del grupo de hidrogel con medio osteogenico se observan hMSCs-AD con
prolongaciones de forma estrellada, sin presentar una organizacion o dispocion
predilecta, con menor confluencia y crecimiento (Figura 3H) en comparacion con el

grupo control, se puede ver mas espacios intercelulares entre las hMSCs-AD.

Al dia 6, encontramos en el grupo control, la aparicion de estructuras de forma
circular y con tonalidad oscura, las cuales podemos adjudicar como posibles
cristales de calcio, tambien se observan las celulas hMSCs-AD de forma alargada
de tipo fibroblastoide con una gran confluencia. Por otro lado, en el grupo de hidrogel
con medio osteogenico se observan las celulas con prolongaciones y de forma
estrellada, con uniones intracelulares (Figura 3J). El grupo de control negativo
mantiene a las hMSCs-AD de forma alargada de tipo fibroblastoide y organizadas
en empalizada (Figura 3l).

En el dia 7 se observa en el grupo de hidrogel con medio osteogénico las hMSCs-
AD de forma alargada vy tipo fibroblastoide, con espacios intercelulares (Figura 3P).

No se observan estructuras de tonalidad oscura en comparacion al control positivo,
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donde se presentan multiples estructuras amorfas de color oscuro, asi como

disminucion en la confluencia celular (Figura 3N).
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Figura 3. Imagenes representativas tomadas a 10x de hMSCs-AD sobre cultivo
2D y 3D en medio convencional y osteogénico. Se muestran las células hMSCs-
AD sin estimulo y medio convencional (A), con medio osteogénico y medio
convencional (B), sin estimulo con hidrogel (C) y medio osteogénico con hidrogel
(D) en el dia 0 de cultivo. De igual manera se muestran las hMSCs-AD sin estimulo
y medio convencional (E), con medio osteogénico y medio convencional (F), sin
estimulo con hidrogel (G) y medio osteogénico con hidrogel (H) en el dia 4 de cultivo.
Por otro lado en el dia 6 se muestran sin estimulo y medio convencional (I), con
medio osteogénico y medio convencional (J), sin estimulo con hidrogel (K) y medio
osteogénico con hidrogel (L) Finalmente se pueden analizar las células hMSCs-AD
sin estimulo y medio convencioal (M), con medio osteogénico y medio convencional
(N), sin estimulo con hidrogel (O) y medio osteogénico con hidrogel (P) en el dia 7
de cultivo.
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3.2 TINCION CON ROJO DE ALIZARINA

Todos los grupos fueron tefidos el dia 10 de cultivo, observandose que en el grupo
del control negativo hay celulas alargadas y delgadas de tipo fibroblastoide, asi
como cumulos celulares en apoptosis. Ademas, se observa la ausencia del color
rojo, lo cual es indicativo de la falta de los cristales de calcio (Figura 4A). Por otro
lado, en el grupo del control positivo se observa una gran cantidad de cristales de
calcio tefidos de color rojo en toda la muestra, indicando que el medio osteogénico
esta promoviendo la diferenciacion osteoblastica de las células hMSCs-AD (Figura
5A).

En el grupo de las células hMSCs-AD en contacto con hidrogel cultivadas en medio
convencional, al momento de realizar la tincién con rojo de alizarina, se puede
detectar una mediana presencia de estos (Figura 4B), sin embargo, al comparar
contra el grupo de las células hMSCs-AD en contacto con hidrogel cultivadas en
medio osteogénico, estas presentaron una mayor cantidad de cristales de calcio, lo
cual es significativo de que tanto el medio como el hidrogel se encuentran
promoviendo la diferenciacion osteoblastica (Figura 5B).
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MN3D

Figura 4. Comparacion de tinciéon con rojo de alizarina entre el cultivo de
células hMSCs-AD en medio convencional en 2D y 3D al dia 10 de cultivo. Se
encuentran sefalados con una flecha verde los cristales de calcio, pigmentados de

color rojo oscuro.
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MO3D

Figura 5. Comparacion de tincion con rojo de alizarina entre el cultivo células
hMSCs-AD en medio osteogénico en condiciones 2D y 3D al dia 10 de cultivo.
Se encuentran senalados con una flecha verde los cristales de calcio, pigmentados

de color rojo oscuro.
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3.3 EXPRESION GENICA

3.3.1 ANALISIS DE EXPRESION RELATIVA DE MEG3

Para determinar la presencia del LncRNA MEG3 y su asociacion con la
diferenciacion osteblastica promovida por el medio osteogénico asi como el
hidrogel, este fue cuantificado en las diferentes condiciones anteriormente
mencionadas a los 10 dias de cultivo, haciendo comparaciones contra las células
hMSCs-AD al dia 0, tomando como gen constitutivo a la ACTB (Figura 6). Los
resultados de niveles de expresion relativa de MEG3 mostraron que en medio
convencional en cultivo 3D se obtuvo un FC=1.28+0.04, dicho aumento fue
estadisticamente significativo en comparacion al medio convencional en cultivo 2D
al dia 0 (p=.0019). Por otro lado la expresion de MEG3 en medio osteogénico en
cultivo 3D en hidrogel al dia 10 se obtuvo un FC=0.44+0.08, dicha disminucion de
la expresion fue estadisticamente significativa en comparacidon al medio
convencional en cultivo 2D al tiempo 0 (p=0.0019). Ademas, se determiné que
MEG3 se expresa 0.26+0.07 en medio osteogénico, estando en una menor
proporcion en comparacion al grupo de 2D con medio convencional al dia 0
(p=0.0006). Y en el cultivo 2D con medio convencional al dia 10 se obtuvo un
FC=0.33+0.05, dicho valor fue estadisticamente significativo (p=0.0004),
observandose una disminucién de la expresion de este conforme transcurre el
tiempo. Concluyendo que este LncRNA se encuentra en mayor presencia en grupo
de medio convencional en presencia del hidrogel a comparacién de las demas
condiciones, donde se muestra una tendencia a la baja expresion de MEG3.
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Figura 6. Expresion génica de MEG3. Se compara el cultivo de hMSCs-AD en
condiciones 2D y 3D, en medio convencional y osteogénico.
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3.3.2 ANALISIS DE EXPRESION RELATIVA DE RUNX2

Al analizar la expresion del gen RUNX2 con la diferenciacion osteblastica
estimulada por el medio osteogénico asi como el hidrogel, este fue cuantificado en
las diferentes condiciones anteriormente mencionadas a los 10 dias de cultivo,
haciendo comparaciones contra las células hMSC-ADs al dia 0, tomando como gen
constitutivo a la ACTB (Figura 7). Los resultados de niveles de expresion relativa de
RUNX2 mostraron que en medio convencional en cultivo 3D se obtuvo un
FC=0.43+0.04, dicho aumento fue estadisticamente significativo en comparacion al
medio convencional en cultivo 2D al dia 0 (p=0.0003). Por otro lado la expresion de
RUNX2 en medio osteogénico en cultivo 3D en hidrogel al dia 10 se obtuvo un
FC=0.31+£ 0.05, dicha disminucion de la expresion fue estadisticamente significativa
en comparacion al medio convencional en cultivo 2D al tiempo 0 (p= 0.0002).
Ademas, se determind que RUNX2 se expresa FC=0.15t0.02 en medio
osteogénico, estando en una menor proporcién en comparacion al grupo de 2D con
medio convencional al dia 0 (p<0.0001). Y en el cultivo 2D con medio convencional
al dia 10 se obtuvo un FC=0.24+0.07, dicho valor fue estadisticamente significativo
(p=0.0005), observandose una disminucién de la expresion de este conforme
transcurre el tiempo. Concluyendo que este gen se encuentra en mayor presencia
en el tiempo 0 en el grupo de medio convencional comparado con las demas
condiciones, donde se muestra una tendencia a la baja expresiéon de RUNX2. No
obstante en fue en el grupo de cultivo de hMSCs-AD en medio convencional en
condiciones 3D donde presento la mayor expresion relativa de los 4 grupos
comparados.
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Figura 7. Expresion génica de RUNX2. Se compara el cultivo de hMSCs-AD en

condiciones 2D y 3D, en medio convencional y osteogénico.
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3.3.3 ANALISIS DE EXPRESION RELATIVA DE SP7

El gen Osterix fue cuantificado en las diferentes condiciones anteriormente
mencionadas a los 10 dias de cultivo, haciendo comparaciones contra las células
hMSCs-AD al dia 0, tomando como gen constitutivo a la ACTB para determinar la
presencia del microRNA SP7 y su asociacidn con la diferenciacion osteblastica
promovida por el medio osteogénico asi como el hidrogel. (Figura 8). Los resultados
de niveles de expresion relativa de SP7 mostraron que en medio convencional en
cultivo 3D se obtuvo un FC=0.31£0.01, dicho disminucién fue estadisticamente
significativa en comparacion al medio convencional en cultivo 2D al dia 0
(p=<0.0001). De la misma manera la expresion de SP7 en medio osteogénico en
cultivo 3D en hidrogel al dia 10 disminuyo, se obtuvo un FC=0.27+0.06, esta
expresion fue estadisticamente significativa en comparacion al medio convencional
en cultivo 2D al tiempo 0 (p= 0.0005). Por otro lado, la expresion de SP7 se encontro
aumentada con un FC=1.44+0.42 en medio osteogénico, estando en una mayor
proporcion en comparacion al grupo de 2D con medio convencional al dia 0
(p=0.0006). Y en el cultivo 2D con medio convencional al dia 10 SP7 se expreso
2.27+0.88 veces mas, comparado con el mismo cultivo al dia 0, dicho valor fue
estadisticamente significativo (p=0.1516). Fue entonces en el grupo de cultivo de
hMSCs-AD en medio convencional a los 10 dias, donde el gen se encontré con
mayor presencia a comparacion de las demas condiciones. En ambos grupos de
cultivo de hMSCs-AD en contacto con hidrogel, la expresion de SP7 se muestra con
una tendencia a la baja.
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Figura 8. Expresion génica de SP7. Se compara el cultivo de hMSCs-AD en
condiciones 2D y 3D, en medio convencional y osteogénico.
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3.3.4 ANALISIS DE EXPRESION RELATIVA DE ALPL

Para establecer la presencia del gen ALPL y su relacion con la diferenciacion
osteblastica promovida por el medio osteogénico asi como el hidrogel, este fue
cuantificado en las diferentes condiciones anteriormente mencionadas a los 10 dias
de cultivo, haciendo comparaciones contra las células hMSCs-AD al dia 0, tomando
como gen constitutivo a la ACTB (Figura 9). Los resultados de niveles de expresion
relativa de ALPL mostraron que en medio convencional en cultivo 3D se obtuvo un
FC=0.63+0.05, disminuyendo al ser comparado con la expresion de ALPL en medio
convencional en cultivo 2D al dia 0 (p=0.0015). Por otro lado la expresion de ALPL
en medio osteogénico en cultivo 3D en hidrogel al dia 10 se obtuvo un
FC=0.16+0.03, disminucion estadisticamente significativa en comparacion al medio
convencional en cultivo 2D al tiempo 0 (p= <0.0001). Por otro lado, se determind
que ALPL se expresa FC=0.38+0.17 en medio osteogénico, estando en una menor
proporcion en comparacion al grupo de 2D con medio convencional al dia 0
(p=0.0129). Y en el cultivo 2D con medio convencional al dia 10 se obtuvo un
FC=0.59+0.17, dicho valor fue estadisticamente significativo (p=0.04),
observandose una disminucién de la expresion de este conforme transcurre el
tiempo. Concluyendo que la expresion de ALPL disminuye en todos los grupos
analizados, comparados con el grupo de cultivo de hMSCs-AD en medio

convencional al dia O.
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Figura 9. Expresion génica de ALPL. Se compara el cultivo de hMSCs-AD en

condiciones 2D y 3D, en medio convencional y osteogénico.
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3.3.5 ANALISIS DE EXPRESION RELATIVA DE BSP

Para encontrar la expresion relativa de la sialoproteina osea en relacion con la
diferenciacion osteblastica estimulada por el medio osteogénico asi como el
hidrogel, este fue cuantificado en las diferentes condiciones anteriormente
mencionadas a los 10 dias de cultivo, haciendo comparaciones contra las células
hMSC-ADs al dia 0, tomando como gen constitutivo a la ACTB (Figura 10). Los
resultados de niveles de expresion relativa de BSP mostraron que en medio
convencional en cultivo 3D se obtuvo un FC=0.01+0.01, resultado que es
estadisticamente significativo en comparacion al medio convencional en cultivo 2D
al dia 0 (p=<0.0001). De la misma forma la expresion de BSP en medio osteogénico
en cultivo 3D en hidrogel al dia 10 se obtuvo un FC=0.01+0.01, expresién que fue
estadisticamente significativa en comparacion al medio convencional en cultivo 2D
al tiempo 0 (p=<0.0001). No obstante, se determin6 que BSP se expresa 1.13+0.40
veces mas en medio osteogénico, estando en una mayor proporcion en
comparacion al grupo de 2D con medio convencional al dia 0 (p= 0.9158), sin
presenar diferencias significativas. Por otro lado en el cultivo 2D con medio
convencional la expresion de hMSCs-AD al dia 10 disminuyo un 0.28+0.11, dicho
valor fue estadisticamente significativo (p= 0.0024), observandose una disminucion
de la expresion de este conforme transcurre el tiempo. Concluyendo que este
microRNA se encuentra en mayor presencia en el grupo de cultivo de hMSCs-AD
en medio osteogénico comparado con las demas condiciones, donde se muestra

una tendencia a la baja.
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Figura 10. Expresion génica de BSP. Se compara el cultivo de hMSCs-AD en
condiciones 2D y 3D, en medio convencional y osteogénico.
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4 DISCUSION

En un estudio realizado in vitro para analizar la promocion osteogénica por parte del
hidrogel nanocompuesto bioactivo de hidroxiapatita (HAp) sustituida con estroncio
(Sr) y/o hierro (Fe) cargados con ciprofloxacino y dexametasona precipitados en
colageno, se observo una bioactividad mejorada cuando se empleo la linea celular
osteoblastica MC3T3-E1, con alta liberacion de fosfatasa alcalina, y depdsito de
calcio inorganico similar al hueso, asi como una mayor expresion geénica de
marcadores de diferenciacion relacionados con la osteogénesis, incluidos
Osteopontina, Osteocalcina y RUNX2, esto concuerda con nuestros resultados
donde obtuvimos alta expresion de RUNX2 en el cultivo de hMSCs-AD en hidrogel

con medio convencional (53).

Recientemente, Nabil en 2022 desarrollé un Hidrogel termosensible de quitosano-
glicerol fosfato (CS-GP) y evalud6 diversos marcadores osteogénicos para observar
la regeneracion 6sea, demostrando la elevacion significativa de la actividad de ALPL
en presencia de dicho hidrogel en la linea celular Saos-2. Sus resultados coinciden
con los nuestros donde se observo una mayor expresion relativa de las hMSCs-AD
en presencia de un hidrogel para la evaluacion de la diferenciacion osteoblastica
(54).

Schoonraad en 2023 evalu6é un Hidrogel recombinante de proteina morfogénica
0sea-2 humana en células madre mesenquimales humanas encapsuladas, y se
encontré que la expresion de osterix, osteopontina, la sialoproteina 6sea y la
proteina | de la matriz dentinaria, marcadores de osteoblastos maduros,
aumentaron con concentraciones crecientes de dicho hidrogel. Estos resultados
difieren con los obtenidos en el presente estudio, donde Ila expresién relativa de
BSP y SP7 se mostr6 a la baja en presencia de hidrogel (55).

Jianchao, et. al., disefiaron y fabricaron un hidrogel multifuncional a base de alginato
que contiene cannabidiol (CBD), hidrogel SA@Cu/CBD, para reparar defectos
0seos. Los resultados de la PCR indicaron los niveles de expresion de RNAm de

54



marcadores osteogénicos (genes ALPL, Col1a1, OCN y RUNX2) en el hidrogel
SA@CUu/CBD se regularon significativamente en comparacion con el grupo de
control. Ademas el ensayo de actividad de ALPL mostré que el nivel de expresion
de ALPL de las células MC3T3-E1 en el hidrogel SA@Cu/CBD fue
aproximadamente 2 veces mayor que el del grupo de control en los dias 7 y 14.
Estos resultados difieren de los obtenidos en el presente estudio, donde la ALPL
disminuyo su expresion en todos los grupos al dia 10 (56).

En el estudio de Mohiuddin et al. en 2019, se evalué mediante gqRT-PCR vy tincion
de von Kossa la diferenciacién osteogénica de células madre/estromales derivadas
del tejido adiposo (ASC) en cultivos de hidrogel de tejido adiposo descelularizado.
Como resultados menciona que encontré que las muestras de diferenciacién a los
14 dias mostraron una regulacion positiva significativa de COL1A1 y RUNX2, Por
otro lado la ALPL no tuvo una regulacion positiva significativa esto concuerda con
la expresion de RUNX2 que se reporta en el presente estudio en las hMSCs-AD
cultivadas en hidrogel de matriz extracelular 6sea bovina (57).

Teti et al. en 2015, estudiaron la diferenciacién osteogénica de células madre de
pulpa dental humana cultivadas en un hidrogel de carboximetilcelulosa.
Encontrando que RUNX2 aumentd su expresion justo después de 7 dias de cultivo,
transcripcion de ALPL y SPARC también fue significativamente mayor después de
14 y 21 dias de diferenciacion. Esto concuerda con nuestros resultados donde
obtuvimos alta expresion de RUNX2 en el cultivo de hMSCs-AD en hidrogel con
medio convencional (58).
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5 CONCLUSIONES

Las células hMSCs-AD en contacto con hidrogel cultivadas en medio
osteogénico presentan una mayor cantidad de cristales de calcio y se
encuentran promoviendo la diferenciacion osteoblastica.

MEGS3 se expresdé en presencia del hidrogel de matriz extracelular 6sea
bovina.

RUNX2 se encontr6 en mayor presencia al dia 0 en el grupo de medio
convencional comparado con las demas condiciones, observandose una
tendencia a la baja expresion de RUNX2. No obstante en fue en el grupo de
cultivo de hMSCs-AD en medio convencional en condiciones 3D donde
presento la mayor expresion relativa de los 4 grupos comparados.

En ambos grupos de cultivo de hMSCs-AD en contacto con hidrogel, la
expresion de SP7 mostré una tendencia a la baja.

La expresion de ALPL disminuyé en todos los grupos analizados,
comparados con el grupo de cultivo de hMSCs-AD en medio convencional al
dia 0.

BSP se encontr6 en mayor presencia en el grupo de cultivo de hMSCs-AD
en medio osteogénico comparado con el resto de las condiciones empleadas,

las cuales mostraron una tendencia a la baja.
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