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Bustos-Valenzuela JC. Analise dos genes diferencialmente expressos durante a
osteodiferenciacao induzida por proteinas morfogenéticas de osso (BMP2 e
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RESUMO

As BMPs (Bone Morphogenetic Proteins) sdao membros da superfamilia de
proteinas TGF-B (Transforming Growth Factor ), regulam o crescimento e diferenciacao
de varios tipos celulares em diversos tecidos, e algumas delas desempenham um papel
critico na diferenciacdo de células de origem mesenquimal em osteoblastos.
Particularmente, rhBMP2 e rhBMP7, promovem osteoindugéo tanto “in vitro” como "in
vivo”, sendo, ambas as proteinas utilizadas terapeuticamente em Ortopedia/Odontologia
para reparo 0Sseo.

A expressao diferencial de genes durante a osteodiferenciacdo de células
C2C12 induzida por rhBMP2 e rhBMP7, foi analisada através de microarranjos de DNA,
selecionando 31 genes, dos quais 24 foram validados por qPCR, 13 dos quais sao
relacionados a transcricdo, quatro associados a algumas vias de sinalizacao celular e
sete associados a matriz extracelular. Analise funcional destes genes permitira
conhecer, com maiores detalhes, os eventos moleculares que ocorrem durante a
diferenciagéo osteoblastica de células C2C12 induzida por rhBMPs.

Em paralelo, foi perseguida a super-expressao de rhBMP2 e rhBMP7 em células

“

HEK293T, demonstrando-se a atividade de rhBMP7, induzindo osteodiferenciagdo ‘in
vitro” e formagdo de osso “in vivo”, demonstrando a viabilidade do objetivo de se

produzir estas proteinas para futura aplicagdo como biofarmacos no Brasil.

Palavras-chave: diferenciacdo celular, osteoblastos, BMPs, diferenciacédo
osteoblastica, reparo 6sseo, expressao de proteinas recombinantes.



Bustos-Valenzuela JC. Analysis of differentially expressed genes during
osteodifferentiation induced by bone morphogenetic proteins (BMP2 e BMP7)
of C2C12 cells and overexpression of rhBMP2 and rhBMP7 in mammalian cells.
2008. 150p. Thesis (Ph.D.) - Post-Graduate Program in Biological Sciences
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ABSTRACT

The BMPs (Bone Morphogenetic Proteins) are members of the TGF-$
(Transforming Growth Factor ) superfamily of proteins, regulate growth and
differentiation of various cell types in various tissues, and some play a critical role in
differentiation of mesenchymal cells into osteoblasts. Particularly, rhBMP2 and
rhBMP7, promote osteoinduction "in vitro” and "in vivo" and both proteins are used
therapeutically in Orthopedics and Dentistry.

The differential expression of genes during osteodifferentiation induced by
rhBMP2 and rhBMP7 in C2C12 cells was analyzed through DNA microarrays,
allowing the selection of 31 genes, of which 24 were validated by qPCR, 13 of which
are related to transcription, four associated with cell signaling pathways and seven
are associated with the extracellular matrix. Subsequent functional analysis of these
genes should reveal more details on the molecular events which take place during
C2C12 cells osteoblastic differentiation induced by rhBMPs

In paralel, rhBMPs 2 and 7 were overexpressed in HEK293T cells and BMP7
activity to induce osteodifferentiation "in vitro" and bone formation "in vivo" was
demonstrated, reinforcing the viability of our objective to produce these proteins for

future application as biopharmaceuticals in Brazil.

Key words: cellular differentiation, osteoblasts, BMPs, osteoblast differentiation, bone

repair, recombinant protein expression.

il



¢

uL
uM

°C
Abs
ATCC
BMP
cDNAs
Ct

DMEM
DMSO
DNA
dNTP
DTT
EDTA
EGF
ESTs

GAPDH

HKGs
HMBS
HPRT
Kpb
kDa

mg
min
mL
mM

LISTA DE ABREVIATURAS

microgramas

microlitro

micromolar

Graus Celsius

Absorbancia

American Type Culture Collection
Proteina Morfogenética de Osso

DNA complementar

numero de ciclos da PCR que uma amostra atinge um valor de
corte arbitrario nos ensaios de qPCR.
Dulbecco’s Modified Eagle Medium
dimetilsulféxido

Acido desoxirribonucléico
Desoxinucleotideo

Ditiotreitol

Acido Etilenodiaminotetracético
Epithelial Growth Factor (Fator de Crescimento Epitelial)
Expressed Sequence Tags

grama

Gliceraldeido 3 fosfato desidrogenase
horas

Housekeeping genes
Hydroxymethylbilane Synthetase
hypoxantina fosforibosil transferase
Kilo pares de bases

Kilodaltons

litro

molar

miligrama

minutos

mililitros

milimolar

iii



mmol
mRNA
nm
nmol
O/N
ORF

pb
PBSA
PCR
PEG
pmol
pNF
gPCR
rhBMP2
rhBMP7
RNA
Rnase
rpm
RT-PCR
SDS
seg
SFB
SVR
TAE

m

milimol

RNA mensageiro

nanometro

nanomol

“Overnight”

Caixa de leitura aberta

pares de bases

Phosphate Buffered Saline — sem célcio ou magneésio
Reacé&o da polimerizagdo em cadeia

polietilenoglicol

picomol

paranitrofenol

PCR quantitativo

Proteina Morfogenética de Osso humana recombinante 2
Proteina Morfogenética de Osso humana recombinante 7
Acido Ribonucleico

Ribonuclease

revolugcdes por minuto

Transcricao reversa seguida de PCR

Saédio Dodecil Sulfato

segundos

Soro fetal bovino

Support Vector Regression

Tris-Acetate-EDTA

Temperatura de “melting”

Unidades

Volt

v



1. INTRODUGAO.
1.1. Tecido 6sseo e o equilibrio entre formacao e reabsorcao ossea.

Os 0ssos sao os principais componentes do sistema de sustentagdo dos
vertebrados. Eles constituem estruturas protetoras (crénio e caixa toracica);
garantem maior rendimento do trabalho muscular, formando eficientes sistemas de
alavancas nas articulagées; armazenam substancias gordurosas no tecido adiposo
da medula amarela; executam a hemocitopoiese, na medula vermelha, e, ainda,
atuam como depésito de calcio, fosfato e outros ions. O 0sso apresenta varios tipos
de tecidos: fibroso, reticular, cartilaginoso, adiposo, sangue e também fibras
nervosas, além do tecido désseo que é o predominante. O o0sso €,
consequentemente, um érgédo e ndo deve ser confundido com o tecido 6sseo.

O tecido ésseo é um tecido conjuntivo especializado, o mais rigido do corpo,
constituido de uma matriz organica colagénica (colageno tipo ), contendo
proteoglicanas de baixo peso molecular e proteinas nédo colagénicas, que
correspondem a 25% de seu peso; uma parte mineral (hidroxiapatita)
correspondente a 65% e agua (10%) (Junqueira e Carneiro, 1999; Vaes, Dechering
et al., 2005).

As células especializadas constituintes do tecido ésseo sao:

e Ostedcitos que estdo localizados em cavidades ou lacunas dentro da
matriz 6ssea. Destas lacunas formam-se canaliculos que se dirigem
para outras lacunas, tornando possivel, assim, a difusdo de nutrientes
gragas a comunicagao entre os osteocitos. Estas células tém um papel
fundamental na manutencao da integridade da matriz 6ssea.

e Osteoblastos, que sado células que sintetizam a parte orgéanica

(colageno tipo |, proteoglicanas e glicoproteinas) da matéria déssea.



Sao capazes de concentrar fosfato de calcio, participando da
mineralizacao da matriz.

e Osteoclastos que participam dos processos de reabsor¢cdo e
remodelamento do tecido 6sseo. Na forma ativa, sdo células gigantes e
multinucleadas, extensamente ramificadas, derivadas da fusdo de

mondcitos que atravessam os capilares sangtiineos.

1.1.1. Formacao Jssea.

A formagdo do tecido 6sseo humano tem inicio durante o
desenvolvimento embrionario, mas o crescimento e o desenvolvimento 0sseo
seguem até a idade adulta. Durante a embriogénese, o tecido ésseo € formado
através de dois processos, que envolvem a transformagdo de um tecido
mesenquimal, previamente formado, em tecido 6ésseo. A diferenciacdo direta de
células mesenquimais em osteoblastos € chamada ossificagdo intramembranosa,
originando os ossos achatados do corpo, como, por exemplo, 0s 0ssos do cranio
(Opperman, 2000). A outra forma é a ossificagdo endocondral ou intracartilaginosa,
que ocorre por substituicdo de um molde cartilaginoso por 0sso, originando a maioria
dos 0ssos do corpo, como, por exemplo, o fémur, imero, tibia (Ornitz e Marie, 2002).

Durante a ossificacao intramembranosa (Figura 1) células mesenquimais da
crista neural proliferam e condensam-se em nodulos compactos, e algumas delas se
desenvolvem em capilares, enquanto outras se transformam em osteoblastos. Estes
ultimos, secretam uma matriz composta de proteoglicanas e colageno, a qual se
calcifica pela ligagéo de sais de calcio. Na maioria dos casos, 0s osteoblastos s&o
separados da regido de calcificagcdo por uma camada de matriz 6ssea que eles
secretam, e quando um deles fica preso nesta camada calcificada, € chamado de

ostedcito. Com o avango da calcificacéo, espiculas ésseas irradiam-se para fora da
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regido inicial da ossificagdo. A zona de espiculas calcificadas € rodeada por uma
camada densa de células mesenquimais, que formam a membrana que envolve 0
0SS0, 0 periosteo. As células da superficie interna deste também se tornam
osteoblastos, depositando matriz ostedide paralelamente as espiculas existentes,
resultando, assim, na formacdo de diversas camadas de o0sso. As proteinas
morfogenéticas o6sseas (“Bone Morphogenetic Proteins”, BMPs) e o fator de
transcricdo Runx2 participam neste tipo de ossificacdo. Particularmente, BMP2,
BMP4 e BMP7 induzem, diretamente, a diferenciagdo osteoblastica de células
mesenquimais. Tem sido demonstrado que estas proteinas ativam a expressao de
Runx2, e que seu mRNA se encontra nas condensacdes de células mesenquimais,

as quais formam osso (Ducy, Zhang et al., 1997).



Tecido ésseo esponjoso

Figura 1. Ossificacao intramembranosa.
www.udel.edu/biology/Wags/histopage/illuspage/icb/icb.htm

A ossificacdo endocondral (Figura 2) envolve a formacdo de cartilagem a
partir de agregados de células mesenquimais e sua posterior substituicdo por 0sso.
Este tipo de ossificagdo é dividido em cinco etapas. Primeiro as células
mesenquimais diferenciam em condrécitos, liberando fatores paracrinos que
induzem a expressdo dos fatores de transcricdo Pax1 e Scleraxis por parte das
células mesenquimais (Cserjesi, Brown et al., 1995; Sosic, Brand-Saberi et al.,
1997). Durante a segunda etapa, as células se condensam em nédulos, detectando-
se a expressao do gene Sox9 nas condensacoes cartilaginosas. Na terceira etapa,

0os condrécitos proliferam aceleradamente, formando um modelo para o osso, e
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durante sua divisdo, secretam matriz celular de cartilagem. Na quarta etapa, estes
condrocitos param de proliferar, aumentando seu volume celular e tornando-se
condrécitos hipertroficos. Estas células alteram a composicdo da matriz que
secretam, permitindo sua mineralizacao. Na ultima etapa, o cartilagem é invadida por
vasos sanguineos, ocorrendo a apoptose dos condrécitos hipertréficos (Rajpurohit,
Mansfield et al., 1999). Nos ossos longos, este tipo de ossificagdo comecga no centro
do osso e se espalha para as extremidades. As areas cartilaginosas nas
extremidades destes ossos sdo denominadas de placas de crescimento episearias,
as quais contém trés regides: uma com condrécitos em proliferacdo, outra com
condrocitos maduros e outra com condrécitos hipertroficos (Chen, Johnson et al.,

1995).
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Figura 2. Ossificacdo endocondral.
www.udel.edu/biology/Wags/histopage/illuspage/icb/icb.htm

1.1.2. Reabsorcao e reparo 6sseo.
O tecido ésseo é um sistema dinamico, portanto, mesmo no individuo
adulto, ja completamente formado, este tecido encontra-se metabolicamente ativo e
a manutencdo da matriz é, na realidade, o resultado de um balanco entre as
atividades de sintese e de reabsorgao éssea, as quais refletem, respectivamente, as
atividades antagonistas de osteoblastos e osteoclastos (Hadjidakis e Androulakis,
2006). Este processo é determinado pela carga genética individual, sendo

dependente de regulagdo enddcrina, bioquimica e ambiental. A remodelagéo 6ssea



ocorre em quatro etapas distintas, ocorrendo, em primeiro lugar, a ativagao dos pré-
osteoclastos, que se diferenciam em osteoclastos maduros (etapa de ativacédo) e
secretam prétons, acidificando a lacuna de reabsorcdo, 0 que causa a
desmineralizagdo do 0sso e expbde a matriz organica a acdo de metaloproteinases
(MMPs). Quando a cavidade atinge certa profundidade, a reabsorcdo cessa
(inversao) e os pré-osteoblastos sao recrutados para a cavidade éssea recém
produzida. Sob a influéncia de horménios e fatores de crescimento, estes pré-
osteoblastos se diferenciam em osteoblastos, e preenchem a cavidade com novo
0sso. Portanto, o osso & continuamente destruido e reformado a fim de manter
constante o volume ésseo e a homeostase de célcio nos vertebrados (Teitelbaum,
2000). Apesar de ter uma grande capacidade regenerativa, em algumas situacoes, a
resposta do organismo é insuficiente para o reparo completo de uma lesdo, como
em casos de lesbes extensas, infeccdes (originadas de procedimentos incorretos,
cistos ou doenga periodontal), tumores e defeitos congénitos. Devido a esses
fatores, inUmeros trabalhos tém procurado alternativas para auxiliar e/ou estimular a
regeneracdo Ossea, desenvolvendo, assim, diversos materiais osteosubstitutos e
técnicas alternativas de tratamento (Rose e Oreffo, 2002; Gamradt e Lieberman,
2004).

O campo da Engenharia de Tecidos surgiu como conseqliéncia da
combinagao dos principios de Engenharia, Quimica e Ciéncias Biologicas para o
desenvolvimento de substitutos naturais que permitissem restaurar, manter ou
melhorar a fungdo dos tecidos (Nerem, 1992; Langer e Vacanti, 1993). As
estratégias da Engenharia de Tecidos envolvem o uso de células isoladas para
substituir fungdes especificas, substancias que induzem a proliferagédo de células e

tecidos (fatores de crescimento), ambas combinadas a matrizes, que atuam como



suportes (carreadores) para células ou proteinas. Muitos trabalhos tém sido
publicados descrevendo o potencial da Engenharia de Tecidos aplicados ao reparo
0sseo. Para que ocorra tal reparacao, é fundamental a utilizacdo de um arcabouco
osteocondutor, para adesao e funcionamento das células osteoprogenitoras, bem
como o uso de fatores de crescimento osteoindutores (Rose e Oreffo, 2002). Os
fatores osteoindutores sao caracterizados por sua habilidade em promover a
formacdo 6ssea. A maioria destes fatores sdo citocinas, as quais sdo proteinas

extracelulares ou peptideos responsaveis pela sinalizagao celular.

1.2. Fatores de crescimento relacionados a formacao e reparo osseo.

Os fatores de crescimento com potenciais aplicagdes clinicas para serem
utiizados em formacédo e reparo 6sseo, e outros tecidos conectivos, podem ser
agrupados quanto a suas atividades biolégicas, incluindo as proteinas da
superfamilia “transforming growth factor-B (TGF-B)”, os fatores de crescimento
semelhantes a insulina (“insulin-like growth factors”, IGFs), fator de crescimento
derivado de plaquetas (“platelet-derived growth factor’, PDGF), fatores de
crescimento fibroblasticos (“fibroblast growth factors”, FGFs) e o fator de crescimento
epidermal (“epidermal growth factor”, EGF) (Long, 2001; Lieberman, Daluiski et al.,
2002). A origem e as principais funcdes destas proteinas estdo detalhadas na

Tabela 1.



Tabela 1. Origem e principais funcdes de fatores de crescimento relacionados ao
reparo e formagéao 6ssea.

Fator Origem Funcao principal

TGFB |Matriz extracelular de|lnicia diferenciacdo de células mesenquimais
cartilagem e 0sso;|pluripotenciais. Produz proliferacdo de condro e
plaquetas. osteoblastos; regula sintese de colageno e

proteoglicanas.
Matriz extracelular de|Inicia formacdo Ossea pela diferenciacdo de células
0sso;  osteoblastos; | mesenquimais  pluripotenciais em condro e
BMPs |osteoprogenitores. osteoblastos; inicia diferenciacéo de
osteoprogenitores em  osteoblastos; influencia
diversos aspectos durante “patterning” no esqueleto e
desenvolvimento.

IGFs Condrdcitos, Induzem proliferacao e diferenciacao de
osteoblastos, matriz | osteoprogenitores.
extracelular éssea.

PDGF |Plaquetas, células | Estimula a proliferacao de osteoblastos e condrécitos;
endoteliais, atua como mitbgeno em osteoblastos e células
mondcitos. mesenquimais; € um fator quimiotatico para

macréfagos.

FGFs |Osteoblastos, Estimulam crescimento de osteoblastos, condrocitos e
condrdcitos, células mesenquimais; estimulam diferenciacdo de
macrofagos, células|células pluripotentes; participam em angiogenese.
mesenquimais.

EGF Células epiteliais e|Induz o desenvolvimento de células endoteliais;
fibroblastos. estimula angiogenese.

O conhecimento do papel destes fatores de crescimento no desenvolvimento
do esqueleto e de outros tecidos e érgaos abre caminho para utilizar estas proteinas
no tratamento de diversas doengas que estejam relacionados ao reparo de tecidos,
fraturas, entre outros. Por exemplo, no reparo ésseo em fraturas, tem sido proposto
que este processo reflete o fenbmeno de ossificagdo endocondral que acontece
durante a embriogénese, sendo isto confirmado por diversas evidéncias, que dirigem
esforcos para o estudo e utilizacdo destas proteinas no reparo 6sseo (Linkhart,
Mohan et al., 1996; Le, Miclau et al., 2001). Das proteinas mencionadas na Tabela
1, particularmente as BMPs, tém, atualmente, um importante potencial
biotecnoldgico e terapéutico, relacionado principalmente, ao reparo 6ésseo e dental.

As principais caracteristicas destas proteinas sao detalhadas a seguir.




1.2.1. “Bone Morphogenetic Proteins”, BMPs.

1.2.1.1. Caracteristicas principais.

As BMPs (Figura 3), membros da superfamilia de proteinas
TGF-B (“Transforming Growth Factor B”), sdo muito conservadas, e desempenham
um papel critico na diferenciacdo de células de origem mesenquimal em
osteoblastos, regulando o crescimento e a diferenciacdo de uma variedade de tipos
celulares em diversos tecidos (Cook e Rueger, 1996; Sakou, 1998; Wozney, 1998).
As BMPs 2 a 15 pertencem a superfamilia TGF, com a exceg¢do de BMP1 (Ducy e
Karsenty, 2000), sendo algumas delas osteoindutoras. Dentro da superfamilia, as
BMPs podem ser subdivididas em subgrupos de acordo com a identidade entre suas
seqliéncias. Assim, por exemplo, a BMP2 e a BMP4 compartilham um 80% de
homologia entre si, enquanto que BMP5, BMP6 e BMP7 cerca de 78% (Rengachary,

2002; Walker e Wright, 2002).
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O foco da maioria dos estudos clinicos feitos com estas BMPs relaciona-se com
sua habilidade em induzir a condro-osteogénese “in vivo” (Helm, Alden et al., 2000),
tendo relacdo direta com o histérico destas proteinas, que comecou em 1889,
quando foi demonstrado que ossos descalcificados podiam induzir reparo 6sseo, e
na década de 1930, foi reconhecido o fenbmeno ao se injetar extrato alcodlico de
0sso cru em tecido muscular, obtendo-se formacao 6ssea de novo (Rengachary,
2002). Quase 30 anos depois, a denominagdo BMP foi proposta por Urist (Urist,
1965) que demonstrou que extratos de o0ssos desmineralizados podiam induzir
formacdo de osso “de novo” em sitios ectopicos, quando implantados em ratos
(Urist, Iwata et al., 1973; Urist, Mikulski et al., 1979). Este mesmo grupo isolou
destes extratos uma glicoproteina de baixo peso molecular, que era capaz de induzir
a formacéao déssea. A clonagem dos primeiros genes que codificam BMPs se deu no
fim da década de 80 (Wozney, Rosen et al., 1988; Celeste, lannazzi et al., 1990) e,
até o momento, 15 membros dessa familia foram descritos. O estudo das diferentes
BMPs tornou evidente que seu padrdao de expressdao, bem como sua funcao
biol6gica, ndo estdo restritos ao desenvolvimento do esqueleto. Outras funcdes
foram identificadas como: proliferacdo e diferenciacdo celular, apoptose,
morfogénese, "patterning” de varios 6rgaos, incluindo o esqueleto e a organogénese
(Graff, 1997; Ebendal, Bengtsson et al., 1998; Wozney, 1998).

As BMPs sao sintetizadas como moléculas precursoras que variam entre 400 e
500 aminoacidos, sendo, posteriormente, clivadas proteoliticamente, por uma
convertase semelhante a subtilisina (“subtilisin-like convertase”, SCPs), na
sequéncia consenso Arg-X-X-Arg, produzindo a proteina madura. Posteriormente, é
formado um dimero composto por duas moléculas unidas por uma ponte dissulfeto

intermolecular, o qual €& secretado como uma proteina que varia entre 100-140
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aminoacidos (dependendo da BMP), ainda que existam algumas evidéncias que
sugerem que a proteina precursora pode ser secretada antes de ser clivada
(Gregory, Ono et al., 2005). As sequiéncias aminoacidicas variam, mas sete cisteinas
estdo conservadas em cada subtipo de BMP. Apdés a secrecdao, as BMPs
dimerizadas através de uma simples ponte dissulfeto, que pode ser formada pela
homodimerizacdo ou heterodimerizacdo dos monémeros, interagem com receptores
serina/treonina quinase especificos; tipo | e Il (Rengachary, 2002; Granjeiro, Oliveira
et al., 2005). A cascata de sinalizagédo (Figura 4) comega quando a BMP se une ao
receptor Tipo Il, que € uma quinase constitutivamente ativa capaz de fosforilar o
receptor do Tipo I, o qual, por sua vez, catalisa a fosforilagdo do residuo de serina,
localizado na extremidade carboxila das proteinas da familia SMAD. A proteina
SMAD fosforilada associa-se a co-SMAD, transloca-se ao nucleo, onde, associada a
fatores de transcricdo, como por exemplo Runx2, ativa os diversos genes alvos

(Yamaguchi, Komori et al., 2000; Walker e Wright, 2002).
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Figura 4. Sinalizacao intracelular induzida por BMPs

1.2.1.2. Regulacao do sinal de BMPs.

A modulagéo dos distintos tipos de sinais entre células € chave
durante o desenvolvimento. Por isto, o sinal gerado por BMPs é regulado,
intracelularmente, e extracelularmente. No citoplasma, SMADS inibitérias e Smurfs
atuam modulando negativamente o sinal (Von Bubnoff e Cho, 2001).
Extracelularmente, existem moléculas antagonistas que modulam a concentracao de
BMPs biologicamente ativas, inibindo as interacbes com seus receptores (Barth,
Kishimoto et al., 1999; Liem, Jessell et al., 2000; Hama e Weinstein, 2001). Um
aumento do numero destes antagonistas tem sido identificados em vertebrados e

invertebrados. Em vertebrados, a lista de antagonistas de BMPs contem sete
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proteinas que incluem; “noggin”, “chordin”, “chordin-like”, “follistatin”, “FSRP”,
“DAN/Cerberus” e “sclerostin”. Em vertebrados e invertebrados, outros fatores como
metaloproteinases secretadas, incluindo Drosophila Tolloid (Tld), Xenopus Xolloid
(Xol), e BMP1 humana, através de suas atividades proteasicas, modulam
positivamente o sinal gerado por BMPs/Dpp-screw (Dpp ortologo de BMP2/4, screw
ortologo de BMP5-8, e sog ortologo de chordin em Drosophila), antagonizando a
atividade de chordin/sog, (Yanagita, 2005). Um outro fator extracelular, chamado tsg
(“twisted gastrulation”), conservado entre vertebrados e invertebrados, modifica as
interagbes entre chordin/sog e BMP/dpp-screw, formando-se, assim, um complexo
ternario que aumenta a inibicdo da atividade de BMP/dpp-screw (Oelgeschlager,

Larrain et al., 2000; Ross, Shimmi et al., 2001; Scott, Blitz et al., 2001).

1.2.1.3. Inducéo da formacao ossea.

Os estudos feitos com BMPs para promover a indu¢ao de 0sso "in
vivo” demonstraram que as BMPs-2, -4, -5, -6 -7 e -9 humanas recombinantes tém o
potencial de iniciar a cascata de osteoindugdo. BMP2 induz formacdo de o0sso
ectopico e de cartilagem quando implantada em tecido muscular “in vivo” (Reddi,
1994; Hogan, 1996) e estimula a diferenciacdo de células mesenquimais a
osteoblastos "in vitro” (Nishimura, Kato et al., 1998). BMP7 também ¢é implicada na
formacdo do tecido 6sseo, tendo sido demonstrado que camundongos “knockout”
para esta proteina, apresentam diversas anomalias esqueléticas (Helm, Alden et al.,
2000). Ambas BMPs sdo extensamente usadas em ensaios de diferenciacdo a
osteoblastos “in vitro”. Entretanto, apesar de alguns estudos de diferenciagao
osteoblastica induzida por BMPs, utilizando diversos modelos celulares, mostrarem
algumas evidéncias de genes regulados por estas proteinas (Locklin, Riggs et al.,

2001; Vaes, Dechering et al., 2002; Balint, Lapointe et al., 2003; Gu, Zhang et al.,

15



2004; Vaes, Dechering et al., 2005), o mecanismo molecular responsavel pelos
efeitos das BMPs na diferenciacdo destas células a osso ou cartilagem, nao esta
totalmente elucidado, sendo necessario aprofundar este tipo de analise para

compreender com maiores detalhes este processo celular.

1.2.1.4. Obtencao, producao e utilizacao de BMPs em reparo 6sseo.

As BMPs podem atuar em doses baixas nos tecidos, da ordem
de nanogramas ou microgramas. No entanto, para se isolar alguns microgramas de
BMPs, sdo necessarios kilogramas de matriz éssea desmineralizada. A purificacao
das BMPs é feita por diversas metodologias, mas o rendimento € baixo, € 0
isolamento de uma BMP em particular, resulta num rendimento ainda mais baixo
(Gao, Lindholm et al, 1996). As pequenas quantidades de BMPs obtidas que
resultam deste tipo de purificacdo, obrigam a busca de outra estratégia que permita
obter maiores quantidades de proteinas. Esta estratégia € a clonagem e expressao
dos respectivos cDNAs que codificam estas proteinas. Assim, atualmente, todos
estes cDNAs, tém sido clonados tanto para analises funcionais como para a
producao de rhBMPs, para serem utilizadas terapeuticamente. Embora uma simples
rhBMP seja capaz de induzir formacgao 6ssea ectépica (Wang, Rosen et al., 1988), é
interessante notar que a quantidade de rhBMP necessaria para induzir osso ‘in vivo’,
€ 10 vezes maior, quando comparada a BMP altamente purificada, extraida de
bovinos. Bessho e colaboradores, demonstraram esta diferenca no efeito entre a
BMP purificada humana derivada da matriz é6ssea e a BMP humana recombinante
(Bessho, Kusumoto et al., 1999). Este fato sugere que a acdo da BMP nativa resulta
da combinacdo da atividade de diferentes BMPs ou representa efeitos sinérgicos

entre elas (Tuominen, Jamsa et al., 2001). Apesar disto, devido ao baixo rendimento
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obtido em purificagdes a partir de osso, como ja foi mencionado, a produgdo de

rhBMPs parece ser, por enquanto a melhor alternativa.

1.2.1.5. Utilizacdo de rhBMP2 e rhBMP7 comerciais em reparo
osseo.

Foi demonstrado que rhBMP7 estimula a sintese de colageno e
diferenciagdo de osteoblastos. Estudos utilizando modelos animais, mostram que
esta proteina tem a capacidade de induzir ossificagdo endocondral em falhas
osteoperiostais segmentais (Sampath, Rashka et al., 1993). Em outubro de 2001, o
FDA (“Food and Drug Administration”, www.fda.gov ), aprovou o uso, em humanos,
de rhBMP7 (rhOP-1), no tratamento de fusdo espinhal, ortopedia e odontologia (OP-
1 Implant, Stryker Biotech, Hopkinton, MA, http://www.op1.com). O implante rhOP-1
€ incorporado a um carregador composto de colageno, o qual é seguro e efetivo
para liberar esta proteina no o0sso, permitindo o reparo de lesGes
(http://www.stryker.com/en-us/products/Orthobiologicals/Osteoinductive/OP-1/OP-
1Putty/index.htm).

Em janeiro de 2002, a FDA aprovou o uso de rhBMP2 ligada a uma esponja
de colageno absorvente (“Absorbable Collagen Sponge”, ACS) num aparelho de
metal, para sua aplicacdo em humanos, no tratamento de fusdo espinhal lombar
(INFUSETM Bone Graft + LT-CAGETM Lumbar Tapered Fusion Device, Medtronic
Sofamor Danek, Warsaw, IN). Posteriormente, em novembro do mesmo ano, a FDA
recomendou a aprovacao do uso de rhBMP2 no carregador ACS (rhBMP2/ACS),
com o nome InductOSTM (Wyeth Pharmaceuticals, www.wyeth.com). A aprovagao
final da FDA esta pendente.

Algumas caracteristicas comerciais destas proteinas (rhBMP2 e rhBMP7) sao

resumidas na Tabela 2.
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Tabela 2. Caracteristicas comerciais de rhBMP2 e rhBMP?7 utilizadas terapeuticamente
em humanos.

Efeito potencial Forma Nome Custo/unidade
Proteina Indicacoes disponivel Comercial
aprovadas pela
FDA
Proteina InductOS™
rhBMP2 | Osteoinducéo recombinante (Wyeth
(dibotermin | para o tratamento |humana em Pharmaceuticals) | Nao disponivel
alfa) da n&o uniao colageno
Ossea de fraturas | (carregador)
INFUSE™ Bone |Enxerto/ACS
Osteoindugao 4.2mg rhBMP2 | Graft/LT- $3.500
rhBMP2 |para o aumento |em matriz de CAGE™ “Fusion cage”
da fusdo espinhal |colageno (Medtronic $3.530
lumbar Sofamor Danek)
Inducéo de
rhBMP7 |osteogénese em |2.5mg rhOP1/1g |OP-1 Implant™ | $5.200
(rh-OP1) |n&o unides de colageno | (Stryker Biotech)
0ss0s longos bovino

1.2.1.6. Resumo das aplicacées clinicas de rhBMP2 e rhBMP?7.

A Tabela 3 resume as publicagcbes em Pubmed relacionadas a

ensaios clinicos (CT), ensaios clinicos aleatorios (RCT) e meta-analises (MA),

enfatizando as aplicagdes clinicas de rhBMP2 e rhBMP7 (rhOP-1) em humanos.

18




Tabela 3. Publicagoes relacionadas a aplicacoes clinicas de BMPs em humanos.
Ensaio clinico (CT), ensaio clinico aleatério (RCT) e meta-analises (MA), extraida de
(Granjeiro, Oliveira et al., 2005).

Type Author Objective Sample Recommend
size BMP use?

RCT Haid Jr. et al. (35) rhBMP-2 on anterior lumbar interbody fusion 67 Yes
CcT Kuklo et al. (36) BMP on transforaminal lumbar interbody fusion 22 Yes
CT Lanman and Hopkins (37) rhBMP-2 on transforaminal lumbar interbody fusion 43 Yes
CT Mummaneni et al. (38) BMP on transforaminal lumbar interbody fusion 40 Yes
RCT Baskin et al. (39) hBMP-2 for the treatment of human cervical disc disease a3 Yes
RCT Burkus et al. (40) rhBMP-2 on anterior lumbar interbody fusion 42 Yes
RCT Jung et al. (41) rhBMP-2 on lateral ridge augmentation 1" Yes
MA Giannobile and Somerman (42) Growth and amelogenin-like factors in periodontal wound healing 511 Partially
A systematic review
MA Burkus et al. (43) Is INFUSE bone graft superior to autograft bona? An integrated analysis 679 Yes
of clinical trials using the LT-CAGE lumbar tapered fusion device
RCT, MC Boden et al. (44) rhBMP-2 on lumbar arthrodesis 25 Yes
RCT, MC Burkus et al. (45) BMP (INFUSE bone graft) on lumbar interbody fusion 46 Yes
RCT, MC  Groeneveld and Burger (46) rhBMP-2 on open tibial fracture 450 Yes
MA Salata et al. (47) Recent outcomes and perspectives of the application of bone Insufficient
morphogenetic proteins in implant dentistry data
RCT, MC  Friedlaender et al. (48) OP-1 (BMP-7} in the treatment of tibial nonunion 122 Yes
CT Cochran et al. (49) (rhBMP-2) loaded in an absorbable collagen sponge for alveolar 12 Yes
ridge augmentation
CT,MC  Schedel et al. (50) hBMP-2 to treat avascular necrosis of the femoral head 6 Yes
CcT van den Bergh et al. (51) OP-1 in sinus floor elevation 6 Partially
RCT Geesink et al. (52) QOP-1 in tibial ostectomy 24 Yes
cT Boyne et al. (53) rhBMP-2/absorbable collagen sponge for maxillary sinus floor augmentation 12 Yes
CT,.MC  Howell et al. (54) rMBMP-2/absorbable collagen sponge device for local alveolar ridge 12 Yes

preservation or augmentation

Da Tabela 3, é possivel concluir que, na maioria dos casos, as duas proteinas
recombinantes rhBMP2 e rhBMP7, mostram efetividade em diversas anomalias e
defeitos associados, principalmente, com Ortopedia e Odontologia.

Devido a transcendéncia desta familia de proteinas na diferenciacdo de
osteoblastos, € necessario um maior conhecimento das bases celulares e
moleculares das vias ativadas pelas BMPs, durante o transcurso deste processo.
Por outro lado, a viabilizacdo da producao comercial destas proteinas, representa
um grande desafio que permitiria, no futuro, a utilizacdo de rhBMP2 e rhBMP7 em
reparo de tecidos, fundamentalmente em Odontologia e Ortopedia.

Neste estudo se detalha, por um lado, a analise da expresséo diferencial
durante a diferenciacdo osteoblastica de células C2C12 induzidas a diferenciar por

tratamento com rhBMP2 e rhBMP7 comerciais, através de microarranjos de DNA e
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gPCR, para assim, identificar os genes que participam deste processo e associa-los
com antecedentes presentes na literatura que permitam compreender, com maiores
detalhes, os mecanismos moleculares durante a osteodiferenciagdo induzida por
estas proteinas. Outro enfoque foi o isolamento e a clonagem dos cDNAS
correspondentes a hBMP2 e hBMP7, a super-expressao de rhBMP2 e rhBMP7 em
células de mamiferos, e a capacidade osteindutiva destas proteinas, que
representam os primeiros passos de muitos, com o objetivo de comercializar estas

proteinas para seu futuro uso terapéutico no Brasil.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivos gerais:

a)

Identificacdo dos genes diferencialmente expressos durante a
osteodiferenciacao das células C2C12 tratadas com rhBMP2 e rhBMP7
comerciais.

Super-expressdao e producdo de rhBMP2 e rhBMP7 em diversos

sistemas de expressao heterologa.

2.2. Objetivos especificos:

a)

Identificar, através de microarranjos de DNA (Codelink), os genes
diferencialmente expressos durante a osteodiferenciacdo de ceélulas
C2C12 tratadas com rhBMP2 e rhBMP7 comerciais.

Confirmar, por gPCR, os resultados obtidos apo6s analise dos
microarranjos, utilizando-se RNA extraido de células tratadas com
rhBMP2 e rhBMP7 comerciais.

Clonar os cDNAs codificantes correspondentes a hBMP2 e hBMP7.
Subclonar os cDNAs de hBMP2 e hBMP7 em diversos vetores de
expressao heterdloga.

Super-expressar rhBMP2 e rhBMP7 em células de mamiferos (HEK
293T e CHO DG44).

Analisar a super-expressao de rhBMP2 e rhBMP7 atraves de “Western
blot”.

Realizar a andlise funcional “in vitro” e ‘in vivo” de rhBMP7 presente no
meio de cultura de células HEK293T estavelmente transfectadas com o

vetor de expressdo pCMV-hBMP7-IRES-EGFP.
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3. MATERIAIS E METODOS.

3.1. Plasmideos.
PENTR2B: vetor de clonagem comercial (Invitrogen)
pTK-Hyg: vetor que contém o gene que confere resisténcia a higromicina, utilizado
em co-transfecgdes em células de mamiferos (Clontech).
PCMV-IRES-EGFP: vetor de expressdo lentiviral para células de mamiferos,

modificado a partir do vetor pPCMV cedido pelo Dr. Ricardo Correa.

3.2. Solugoes para cultura de bactérias.
Meio liquido de cultura SOC: 2% triptona, 0,5% extrato de levedura, 10mM NaCl,
2,5mM KCI, 10mM MgCI2 , 20mM MgS0O4, 20mM glicose.
Meio LB (Luria-Bertani): Triptona 10 g/L; extrato de levedura 5 g/L; NaCl 10 g/L (pH
7.5).

LB-agar: meio LB com 1,5 g/L de agar (Difco, Merck, Gibco-BRL)

3.3. Cultura de bactérias.
Bactérias (DH10B ou XLB1) foram crescidas em meio LB (liquido) ou meio LB-agar
(sélido) contendo 100ug/mL de ampicilina ou 50ug/mL de kanamicina a 37°C. No
caso do crescimento em meio liquido, utilizou-se um agitador orbital e, para o

crescimento em meio sélido, uma estufa.

3.4. Preparacao de estoques glicerinados.

Trés mL de uma suspenséo de bactérias foram crescidas durante a noite em meio

liquido e sedimentadas por centrifugagéo a 20.000g. O “pellet” foi ressuspendido em
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500uL de meio LB e foram adicionados 500uL de glicerol estéril. Os estoques

glicerinados foram armazenados a —70°C.

3.5. Linhagens celulares.
HEK293T: linhagem humana do epitélio renal transformada com o antigeno LT do
virus SV40.
C2C12: Numero ATCC CRL-1772™ linhagem de camundongo que se diferencia em
célula muscular. O tratamento com rhBMP2 ou rhBMP7 inibe esta diferenciagéao,

induzindo diferenciacao osteoblastica.

3.6. Solucoes e meios de cultura para células de mamiferos.
Meios de cultura: DMEM (“Dulbecco’s Modified Eagle Medium”,
o-MEM (Invitrogen)
Soro fetal bovino HyClone
Solucao salina: PBSA (“Phosphate Buffered Saline” — sem calcio ou magnésio),
solugdo salina tamponada pH 7,2, composta por 140mM NaCl, 2,7mM KCI, 8mM
Na2HPO4 e 1,5mM KH2PO4.

Tripsina: solugcéao 0,1% de tripsina (Gibco) em PBSA contendo 1mM EDTA.

3.7. Solugoes.
Todas as solugdes utilizadas foram feitas a partir de reagentes de grau de
pureza para analise, segundo formulagdes descritas em manuais de laboratério

(Sambrook, Fritsch et al., 1989; Ausubel, Brent et al., 1999).
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3.8. Ensaio de osteodiferenciacao induzida por rhBMP2 e rhBMP?7 utilizando
células de corddo umbilical humano.

Células mesenquimais de cordao umbilical humano, preparadas pelo
doutorando Fernando Lojudice, do nosso laboratério, foram semeadas numa
densidade de 20.000 céls/cm? em meio o-MEM 10% SFB. No dia seguinte, as
culturas foram lavadas com PBSA e, em seguida, foi adicionado meio de cultura
contendo (ou nao), 300ng/ml de rhBMP2 (R&D Systems) ou 300ng/ml rhBMP7 (R&D
Systems). O meio foi trocado a cada 3-4 dias, quando as culturas foram examinadas

e documentadas sob microscopia de fase.

3.9. Coloracao de Von Kossa.

As culturas, ndo tratadas ou tratadas com as rhBMPs do item 3.8, foram
analisadas através da coloracdo de von Kossa, que permite identificar matriz
extracelular mineralizada. No dia 11, apds o inicio do tratamento, as células foram
lavadas com PBSA e fixadas (90% etanol, 10% formol) durante 10min. Em seguida,
foram lavadas por 10min com PBSA e, entéo, foi adicionada uma solugcao 5% de
nitrato de prata, deixando-se sob luz UV durante 30min. Posteriormente, foi
adicionada uma solugédo 5% de hipossulfito de sodio, incubando-se por 3min. Apos
este periodo, foi adicionada uma solucao 10% de safranina, deixando-se por 10min.
Apos lavar as culturas com PBSA, estas foram examinadas e documentadas sob

microscopia de fase.
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3.10. Ensaio de osteodiferenciacao induzida por rhBMP2, e rhBMP7
comerciais em células C2C12.

Células C2C12 foram semeadas numa densidade de 20.000 céls/cm?,

em placas de 12 pogos em meio D-MEM, 10% soro fetal bovino (Hyclone), e

incubadas a 37°C, 2% CO0, . No dia seguinte, as culturas foram lavadas com PBSA e,

em seguida, foi adicionado meio de cultura 5% soro contendo (ou néao), 200ng/ml de

rhBMP2 (R&D Systems) ou 200ng/ml de rhBMP7 (R&D Systems). As células foram

mantidas em cultura durante 14 dias, sendo o meio (contendo ou ndo rhBMPs)

trocado cada 3 ou 4 dias.

3.11. Ensaio de atividade de fosfatase alcalina de células C2C12
tratadas com rhBMP2 e rhBMP7 comerciais.
Células C2C12 foram semeadas e tratadas da mesma forma que se
indica acima, com a diferenca que foram tratadas durante 17 dias com rhBMPs. O
meio de cultura contendo ou ndo as proteinas, foi trocado a cada 3 ou 4 dias. Nos
dias 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 14, 17 do tratamento, as células foram
coletadas e lisadas no tampao de lise (0,5M Tris pH 9,0, 0,9%NaCl e 1% Triton X-
100) sendo cada amostra centrifugada a 12.000g durante 15min. Posteriormente,
10ul de cada lisado celular foram misturados com 80ul de uma solucao contendo
25mM glicina pH 9,4, 2mM MgCl, e 1mM p-nitrofenilfosfato e a reac¢ao foi incubada
durante 30min a 37°C. Em seguida, foram adicionados 10ul de 0,5M NaOH e
realizou-se a leitura da absorbancia a 405nm. Paralelamente, foi quantificada a
proteina total pelo método de Bradford (1976), o qual se inicia pela adicdo de 1-2ul
de lisado a uma mistura de 0,2mL do Reagente de Bradford com 0,8mL de agua

Milli-Q. Como padrao, utilizou-se albumina de soro bovino (BSA), sendo efetuadas
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as respectivas leituras da absorbancia a 595nm. A atividade enzimética foi

expressada como nmol pNF/min/mg proteina.

3.12. Coleta dos RNAs totais das células C2C12 tratadas com rhBMP2 e
hBMP7 comerciais.
Células C2C12 (pré-mioblasto de camundongo, ATCC CRL-1772),
foram semeadas numa densidade de 20.000 céls/cm? em placas P60 em meio D-
MEM, 10% soro fetal bovino (Hyclone), e incubadas a 37°C, 2% CO0, . No dia
seguinte, as culturas foram lavadas com PBSA e, em seguida, foi adicionado meio
de cultura 5% soro contendo (ou nao), 200ng/ml de rhBMP2 ou 200ng/ml de
rhBMP7. As células foram coletadas apés; 0, 4, 8, 12 e 24h para extracdo do RNA
total com o kit RNAeasy (Qiagen). A concentracdo de RNA foi determinada pela
absorbéancia das preparagdes a 260nm, utilizando-se como valor padrao 1Abs260
nm= 40ug/mL de RNA. Todas as medidas de absorbancia realizadas nesta Tese
foram feitas em espectrofotobmetro de nanovolume (Nanodrop). O grau de pureza da
preparacao foi estimado pela relagcdo Abs260nm/Abs280nm, considerando-se, como

pureza satisfatéria, uma relagao proxima de 2,0

3.13. Preparacao do cRNA para hibridizacao com os bioarranjos de DNA
(Codelink).

A preparacao de cada cRNA foi feita conforme descrito no manual,

Amersham Codelink™ iExpress Assay Reagent Kit. Brevemente, as amostras

contendo 1,5ug de cada RNA correspondente ao tempo 12h de tratamento com

cada rhBMP, foram misturadas com 7,5ul de mRNAs bacterianos (10pg/ul), 1ul do

“primer” oligo dT, num volume final de 12ul. Cada reacdo foi incubada a 70°C
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durante 10min e mantida em gelo por 3min. Posteriormente, foram adicionados, a
cada tubo, 2ul de 10X FSB (First Strand Buffer), 4ul 5mM dNTPs, 1ul inibidor de
RNase e 1ul ArrayScript num volume final de 20ul. Cada reagéo foi incubada a 42°C
durante 2h. Apds este periodo, cada tubo foi colocado em gelo e foi adicionado a
cada um deles; 63ul agua Milli-Q, 10ul 10X SFB (Second Strand Buffer), 4ul 5mM
dNTPs, 2ul DNA polimerase e 1ul RNaseH. Em seguida, as reacbes foram
incubadas a 16°C durante 2h. Apos a sintese da segunda fita de cDNA, procedeu-se
a purificacdo de cada cDNA como é descrito no manual citado. A 20ul de cada
amostra de cDNA purificada foi adicionado: 12ul de Biotina-NTP “mix”, 4ul 10X T7
Tampao reagéo e 4ul 10X “Enzyme Mix”. Cada reagéo foi incubada a 37°C durante
14h. Apés a sintese de cRNA biotinilado, cada um deles foi purificado de acordo o
manual citado, e aliquotas de 10ug foram armazenadas a —80°C para sua posterior

hibridizag&o nos bioarranjos de DNA (Codelink Mouse Whole Genome).

3.14. Hibridizacao dos cRNAs aos bioarranjos de DNA.
10ug de cada cRNA biotinilado foram misturadas com 5ul de tampao
de fragmentacdo num volume final de 25ul. Cada tubo foi incubado a 94°C durante
20min e, em seguida, mantido em gelo durante 5min. Posteriormente, 25ul de cada
reacao foram transferidos para outro tubo contendo 78ul de tampéao de hibridizacao
A, 130ul de tampao de hibridizacao B, 27ul de agua Milli-Q. Cada tubo foi agitado e
a reacao foi incubada a 90°C por 5min. Em seguida, cada tubo foi colocado em gelo

e cada amostra foi aplicada no seu respectivo bioarranjo de DNA. As etapas

posteriores de hibridizagédo, lavagem e andlise das laminas foram feitas conforme
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detalhado no manual Codelink Gene Expression System: Single-Assay Biorray

Hybridization and Detection.

3.15. Analise dos resultados da hibridizacao dos bioarranjos de DNA.
Para a analise das intensidades obtidas nos bioarranjos de
aproximadamente 36.000 seqgléncias génicas de cada amostra, os dados foram
normalizados utilizando-se o método SVR (Support Vector Regression), (Fujita, Sato
et al., 2006; Fujita, Sato, Garay-Malpartida et al., 2007), implementado no “GEDI
toolbox” (Fujita, Sato, Ferreira et al., 2007). Maiores informacgdes sobre este método

de normalizagcdo de dados se encontram na pagina (http:/mariwork.iq.usp.br/gedi/).

Brevemente, SVR € uma regressao nao-paramétrica como Loess, no entanto, tem
uma maior precisdo que o método de Loess, portanto, € uma ferramenta mais Util
para identificar genes diferencialmente expressos. A identificagdo de possiveis
genes com expressao diferencial foi obtida selecionando-se os genes com a razéo
rhBMP(2 ou 7)/controle maior que 2,5. Considerando-se que ndo se dispdem de uma
quantidade suficiente de bioarranjos para fazer estatistica com os dados obtidos,
pode ser utilizada esta metodologia que compara a razao entre o tratamento/controle
das intensidades previamente normalizadas (Pugazhendhi, Sadler et al., 2007). Os
genes induzidos e reprimidos pelo tratamento das células C2C12 com rhBMP2 e
rhBMP7 foram classificados de acordo com suas funcdes através do programa

FatiGO (http:/fatigo.bioinfo.cipf.es/).
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3.16. Confirmacao dos transcritos selecionados por PCR quantitativo

(qPCR).

A confirmacdo da expressao diferencial das seqliéncias selecionadas
através da analise dos dados dos bioarranjos, foi realizada por PCR quantitativo
(gPCR). Foram desenhados “primers” das sequéncias em questao com o programa
Primer Express versdao 2.0 (Applied Biosystems), utilizando-se o0s seguintes
parametros: amplificacdo de um fragmento de aproximadamente 150 pb, conteudo
de GC entre 30 e 80%, que néo apresentasse a formagao de estruturas secundarias,
temperatura de anelamento entre 58 e 60°C (de acordo com o algoritmo “nearest
neighbor” (Breslauer, Frank et al., 1986). Além disso, para evitar uma eventual co-
amplificagcdo de DNA gendmico que pudesse estar contaminando a amostra, sempre
que possivel, os pares de “primers” foram desenhados em diferentes exons dos

transcritos.

3.17. Sintese de cDNA.

Os cDNAs das linhagens (ou tecidos) a serem testados foram
sintetizados por transcricao reversa como descrito: 1ug do RNA total de interesse foi
submetido a tratamento prévio com 2uL de DNase | (1U/uL Fermentas) no tampéo
adequado, incubando-se por 20min a 37°C. Para a inativagdo da enzima, a amostra
foi incubada a 75°C por 10min. Posteriormente, cada amostra foi incubada com
0,5ug de pd(T)12,18 5-PO4 Na + Salt (Amersham-Bioscience), 1ug de random
“primer” (hexameros, Invitrogen), TmM de uma mistura contendo os nucleotideos
trifosfato de adenosina, guanosina, timidina e citosina & 75°C por 5min e colocados
imediatamente em gelo. Adicionou-se o tampao de sintese da primeira fita (“First

Strand Buffer” 5X — 250mM Tris-HCI pH 8,3, 375mM KCI e 15mM MgCly; Invitrogen)
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a uma concentragéo final de 1X, 10mM de DTT, 20U de RNaseOUT (Invitrogen) e
200U da enzima SuperScript lll. Incubou-se a 25°C por 10min e em seguida a 50°C
por 2h. Apds este periodo, a enzima foi inativada a 70°C por 15min. Foi adicionado,
entdo, 5U da enzima RNaseH e o cDNA foi incubado a 37°C por 30min com uma
posterior inativagdo da enzima a 75°C por 10min. As amostras de cDNA, em um
volume final de 20uL, foram diluidas (3 vezes) em agua Milli-Q, e esta solucéao foi

usada como estoque para os ensaios.

3.18. Determinagao da concentracao final de “primers”.

As sequiéncias dos “primers” utilizados no gPCR sado mostradas na
tabela 4. As reacOes contendo “primers” variando entre uma concentracédo final
maxima de 800nM e minima de 100nM, foram realizadas utilizando-se, como molde,
uma mistura de cDNAs. Com este ensaio, pode-se determinar a concentracao 6tima
de “primers” que foi caracterizada como, a menor concentracdo onde o Ct e o perfil
da curva de amplificagdo ndo apresentasse grandes variacdes em relagdo as
maiores concentragdes com uma menor formagéao de dimeros de “primers” (Qquando

estes estavam presentes).
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Tabela 4. Seqiiéncia dos oligonucleotideos utilizados para quantificacao da expressao
génica através de ensaios de PCR quantitativo (qPCR).

As sequiéncias estdo representadas na diregdo 5> 3’. Os oligonucleotideos foram desenhados em
exons diferentes do transcrito a fim de evitar co-amplificagao a partir de DNA gendémico contaminante.
Os amplicons gerados apresentam um tamanho médio de 150pb. F: Forward, R: Reverse.

Gene Seqléncias
mG3PDH |F: GATGCCCCCATGTTTGTGAT
R: GGTCATGAGCCCTTCCACAAT
mHMBS F: GCGGAAGAAAACGGCTCAA
R: TCCCGTGGTGGACATAGCA
mHPRT F: GTCCCAGCGTCGTGATTAGC
R: TCATGACATCTCGAGCAAGTCTTT
Dix1 F: GTCTGTGCGCCGAAGTCAA
R: GCCCGGAAGAAGACCATTC
DIx2 F: CAGCGGCCTCAACAATGTCT
R: ATTCGGATTTCAGGCTCAAGGT
DIx5 F: GCCTCTCTAGGACTGACGCAAA
R: TGGTGACTGTGGCGAGTTACA
ld1 F: GATGGACTCCAGCCCTTCAG
R: TGGAGAGGGTGAGGCTCTGT
Id2 F: GGTGGACGACCCGATGAGT
R: GCGATCTGCAGGTCCAAGAT
1d3 F: GAAATCCTGCAGCGTGTCATAG
R: AAAGCTCCTCTTGTCCTTGGAGAT
Runx2 F: ACCGAGACCAACCGAGTCAT
R: CTCGGATCCCAAAAGAAGCTT
Fkhr1 F: CCTTTGCCCCAGATGCCTAT
R: GGGATCAACCGGTGACATAATG
Hoxa4 F: GGTGGTGTACCCCTGGATGA
R: CGGGTCAGGTAGCGGTTAAA
Osx F: TCCCCTTGTCGTCATGGTTAC
R: TTGAATTTGATCCCAGAGAAAGC
Plod1 F: AAACGTGCCCACTATCGACAT
R: CGGACGACGAAGGCTAGATC
Spp1 F: TTATTGGTGACTTGGTGGTGATCT
R: GAGGAGGCAATGCCAAACAG
Zfp82 F: GGATAAATCGCTGTTGCCTGTT
R: GATGCCACAGCACACATGTG
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Gene

Seqléncias

BMP1

F: CCATGTCTCTATTGTACGCGAGAA
R: AAGATGCCCCTGGAGAATGTG

Cfdp1

F: AAGAAGGGTACATTGAGCGGAAA
R: AGGAGCTCACATTGTCAATAGGATT

DvI1

F: AAGAGTGACATGAGTGCCATTGTC
R: GAAGCCCTCCACGTGTGTGTA

Ecsit

F: AAGCTGTGGTTCACCCGATTC
R: GGGCAAAGACATCTGGTAGACAGT

Grn

F: CAATGCCCAATGCCATCTG
R: ACTTCACCTCCTTCACTGGGTATC

Hoxc8

F: ATGCCCAGCATACACTCTCTTGT
R: ATAAATACCAGAGAAGCACCGTGAA

Htra1

F:AGCTGAGACCTGGAGAATTTGTAGTT
R: TAGCGTCTGTCTGAATGTAGTCCAT

Lrp6

F: ACCAAGGTCCAGGCTCGAA
R: GCATCTTGTCGTACCATCTCCTTT

Nab1

F: TGGGTCAGGGCAAGTCAGA
R: CTTCGCTGCTTTCCTTTGGA

Postn

F: TTAGCATCTTCCTCAGCCTCCTT
R: GAGCATTTTTATCCCCAATCAGAA

Pkcd

F: GTGGTGTTGATTGACGATGATGTAG
R: ACCCCCATTGAGAAACTCCAT

Ryk

F: CAGGTTCCAAAACCCTAACAGAA
R: CCCTTAGGTAGACCAAACCTGTGT

Usf2

F: GAACCAGAACTCCTCGAGATGAG
R: CTTTACTTGCTCCTGTCTTGCTGTT

Barx1

F:CCGAAATTGCGAGGACTGA
R:CCTTCCTTGTCTGGCCCTTAA

IGFBP-r10

F: GCTGCAATCACGGAGTTTGTT
R: GTCTTCTCCGGGCTTTCTACAC

Ltbp2

F: AGGAGCCAAGAGTTAAAGAAATCTAAAA
R: TTTCCCATAGGATAGATGTGCCTAA

Glist

F: AGAAGCCCAACAAGTGCATGTT
R: GGTCGCTGGAGTTGCTGAAG

Glis3

F: TGCACCTCTTCCATCTTCTCATT
R: TTCCCGTTCTTGTGCATATTCAT

AK012215.1

F: ACACACGACTGCCATAAAAC
R: TCTTCAAATCTGTCAATATA

AW488953.1

F: CCACTTCATCTGTCCATCTC
R: CTACATGAATATAGCCCTGGA

MyoD

F: AAGTTGCAGACGCATCCAT
R: AGCGTCAGGAACTCACAGA
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3.19. Determinacdo da eficiéncia dos “primers”.

Reacbdes de amplificacdao, contendo “primers” numa concentracao
6tima, foram realizadas utilizando-se como molde uma mistura de cDNAs e diluidas
em série. A analise de regressao linear dos valores de Cts em fungédo do logaritmo
da respectiva diluicao forneceu o coeficiente angular da reta (a, em y=ax+b), que foi
utilizado para célculo da eficiéncia de amplificagdo do produto pelos “primers”, na

seguinte formula (Rasmussen, 2001).
Ef — 1 O_%oeﬁciente angular
Ef (%)= (Ef —1)x100

3.20. Confirmacao da expressao diferencial através de qPCR.

As PCRs foram realizadas com 3ul dos cDNAs de interesse em
triplicatas ou duplicatas em diluicdo de 1:30, adicionando-se 3ul da concentracéao
indicada do “primer” especifico para cada transcrito de interesse (determinada
previamente) e 6ul de Syber®Green Dye (Applied Biosystems). As reacdes foram
montadas em placas de 96 po¢os e colocadas no Termociclador “7300 Real Time
PCR System” (Applied Biosystems) com o seguinte programa: 50°C por 2min (etapa
da ativagdo da enzima Uracil N-Glicosidade, AmpEraser), 95°C por 10min (ativagao
da Taq DNA polimerase, Taq Gold), 40 ciclos de 95°C por 15seg (desnaturacao) e
60°C por 1min (anelamento e extensado). Cada reacdo de PCR foi repetida no
minimo 3 vezes. A deteccao do produto de PCR em tempo real e a coleta dos dados

foram realizadas pelo programa “7300 System SDS Software” (Applied Biosystems).
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De posse dos Cts de cada amostra, inicialmente, foi calculada a média dos Cts
das réplicas, considerando-se um desvio padrao maximo de 0,5 entre as médias
obtidas. Dado que a expressao do transcrito é analisada em relacdo a uma amostra
que é tomada como referéncia (células C2C12 sem tratamento), calculou-se, entéo,
a diferenca entre a média dos Cts da amostra referéncia e a média dos Cts das
amostras estudadas (células C2C12 tratadas com 200ng/ml de rhBMP2 ou 200ng/ml
de rhBMP7) nos diferentes periodos de tempo de tratamento (0, 4, 8, 12, 24h). Essa
diferenca foi definida como ACp. O célculo do ACp foi realizado para os dados do
transcrito alvo e para os dados de genes de expressao constitutiva. A férmula final
(Pfaffl, 2001) para o calculo da diferenca de expressdo dos transcritos entre as
amostras analisadas, que considera que ndao ha um ganho de duas vezes do
produto amplificado a cada ciclo, dado que a eficiéncia de amplificagdo dos “primers”

utilizados nao é de 100%, € dada por:

Ef ACP, gene alvo
genealvo

ratio = ACP

controle endégeno

f controle endégeno

Para a normalizagdo, foram utilizados como controles trés genes murinos
(HKGs) GAPDH, HPRT e HMBS, calculando-se um fator de normalizagao utilizando-
se o programa GeNorm (Vandesompele, De Preter et al., 2002), que, numa primeira
etapa, calcula a estabilidade de cada gene controle do conjunto de dados fornecidos
dando um valor (M) para cada gene. Dependendo do valor de estabilidade, pode-se
retirar 0 gene controle menos estavel e trabalhar com até dois genes. Depois de
escolhidos os genes mais estaveis, o programa calcula a média geométrica dos

controles para cada cDNA testado. Utilizando-se o programa Graphpad Prism 4,
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calculou-se, através de “Two-Way ANOVA” (teste de Bonferroni), a significancia
estatistica das diferencas observadas entre o controle e os tratamentos nos

diferentes periodos de tempo.

3.21. Digestao, desfosforilacao e purificacao do vetor pENTR2B.

1ug do vetor pENTR2B do Sistema Gateway (Invitrogen), foi digerido
com 10U da enzima EcoRV (Fermentas), a 37°C O/N e a 65°C por 15min. Em
seguida, o produto de digestdo foi incubado numa mistura de reacdo de 50ul
contendo 10mM Tris-HCI pH 7,5; 10mM MgCI2; 1U de fosfatase alcalina (CIAP),
durante 30min a 37°C. Apds a digestdo, o DNA plasmideal foi submetido a uma
eletroforese em gel de agarose 1%, e a banda correspondente ao vetor linearizado
foi purificada com o Kit comercial “GFX PCR cDNA and Gel Band Purification Kit”

(Amersham Pharmacia Biotech).

3.22. Amplificacao do cDNA correspondente a hBMP2 e hBMP?.

Para tentar amplificar ambas BMPs humanas, foram utilizados cDNAs
previamente sintetizados em nosso laboratério, durante o projeto Trancript Finishing
Initiative (TFI), provenientes de linhagens celulares correspondentes aos seguintes
tecidos: bexiga (SCABER), melanoma (SK-mel 25), Linfécitos B (IM9), utero (Hela),
testiculo (Hs 1.Tes), cabega-pescogco (FADU), mama (ZR 75.1), préstata (DU145),
osteosarcoma (Sdos 2), osteblastos (hFob), célon (SW480), xeroderma
pigmentosum, pulméo (NCI-H1155), placenta (Hs 732.PL), hepatécito (Hep G2),

glioblastoma (linhagens A172 e T98G).
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3.23. Amplificacao do cDNA de hBMP2 e hBMP?7 por PCR.

A reacao de PCR para a amplificagdo de hBMP2 foi feita numa mistura
de reagdo num volume total de 20ul usando-se 0.25uM de cada um dos "primers":
BMP2F (5’-GTCTCCTAAAGGGCCACCAT-3) e BMP2R (5-
TGCTGTACTAGCGACACCCA-3), e 1U de Taqg Hi-Fi DNA polimerase (Invitrogen).
As amostras foram tratadas a 94°C por 3min e submetidas a 30 ciclos de 30seg a
94°C, 30seg a 58°C e 1min a 72°C, com uma etapa de extensao posterior a 72°C
por 10min. A reacdo de PCR para a amplificacdo de hBMP7 foi feita numa mistura
de reagdo num volume total de 20ul utilizando-se 0.25uM de cada um dos "primers":
JCF7(5-GCGATGCACGTGCGCTCACTG-3)) e BMP7R (5-
ACTTGGCCCCAAAGGGTCTGAA-3), e 1U de Tag Hi-Fi DNA polimerase. As
amostras foram tratadas a 94°C por 3min e submetidas a 30 ciclos de 94°C por
30seg, 64°C por 30seg e 72°C por 1min. Posteriormente, uma etapa de 10min a
72°C. Para cada caso, 8ul de cada tubo foram aplicados a um gel de agarose 1%

contendo brometo de etideo, para a separagao por eletroforese.

3.24. Purificacao e fosforilacdo dos cDNAs de hBMP2 e hBMP?7.
Uma vez amplificados, os fragmentos de DNA correspondentes a
hBMP2 e hBMP7 foram submetidos a uma eletroforese em gel de agarose 1% e
purificados com o Kit comercial “GFX PCR cDNA and Gel Band Purification Kit”. Os
fragmentos foram fosforilados numa mistura de reacdo, em volume total de 60ul,
contendo 50mM Tris-HCI pH 7.6, 10mM MgCI2, 5mM DTT, 0,1mM espermidina e
0,11mM EDTA.; 1imM ATP; 1mM dNTPs; 1U T4PNK, 1U fragmento Klenow. A

reacao foi incubada durante 30min a 37°C e, em seguida, a 65°C por 15min para a
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inativacdo das enzimas. Posteriormente, ambos fragmentos foram novamente

purificados através do Kit comercial “GFX PCR cDNA and Gel Band Purification Kit”.

3.25. Ligacao do vetor pENTR2B com os cDNAs correspondentes a
hBMP2 e hBMP?.

Para a reacao de ligacao foram utilizadas 100ng do vetor pENTR2B
digerido e desfosforilado e 1ug dos fragmentos correspondentes aos cDNAs de
hBMP2 e hBMP7 fosforilados e purificados, numa mistura de reagcéo de volume total
25ul contendo 5U de T4 DNA ligase (Fermentas). As amostras foram incubadas O/N
a 25°C, e posteriormente, a 65°C durante 15min. Como controles, foram tratados o

vetor sozinho sem fragmentos e vetor sozinho sem ligase.

3.26. Eletroporacao de E. coli DH10B.

Ap6s o término da reacdo de ligagcdo da secao 3.25, 2ul de cada
amostra foram misturadas com 50ul de bactérias eletrocompetentes e eletroporadas
numa cubeta a 2.800V. Para cada amostra, foi adicionado 1mL de meio liquido de
cultura SOC e estas foram incubadas durante 1h a 37°C sob agitacdo constante.
Posteriormente, 100ul de cada amostra foram semeados em placa LB Agar

contendo 50ug/ml de kanamicina.

3.27. Identificacdo de clones bacterianos positivos para hBMP2 e
hBMP?7 através de PCR.

As colbnias resistentes a kanamicina, obtidas a partir da ligacao entre

pENTR2B e hBMP2 e hBMP7, foram caracterizadas através de uma reacao de PCR

com o objetivo de identificar os clones positivos que levam os genes de interesse. A

37



reacdo de PCR para as colonias pENTR2B + hBMP2, foi feita num volume total de
10ul utilizando-se 0.25uM de cada um dos "primers": BMP2F e ATTB2 (5-
GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGT-3), que hibridiza com a sequéncia do
vetor, e 1U de Taq DNA polimerase (Biolabs). As amostras foram tratadas a 94°C
por 5min e submetidas a 30 ciclos de 94°C por 30seg, 57°C por 30seg e 72°C por
1min. Posteriormente, uma etapa de 10min a 72°C. Para as colénias pENTR2B +
hBMP7, a reacao de PCR foi feita da mesma forma, com a diferenca que foi utilizado
o "primer" JCF7 ao invés de BMP2F na mistura da reagdo. Uma vez identificados os
clones positivos em ambos casos, estes foram crescidos para isolar seu DNA
plasmideal e confirmar a presenca destes genes no vetor pENTR2B. A reacdo de
PCR foi feita nas mesmas condicdes em cada caso, com a diferenca que foram

utilizados 10ng/ul de cada DNA plasmideal isolado na reagao.

3.28. Digestao e purificacdao do vetor pCMV-IRES-EGFP.
1ug do vetor pCMV-IRES-EGFP, foi digerido com 10U da enzima Xbal
(Fermentas), a 37°C por 2h e a 65°C durante 15min. Posteriormente, foi digerida
também com 10U da enzima BamHI (Fermentas), a 37°C por 2h e a 65°C durante
15min. Apés a segunda digestdo, a amostra foi submetida a uma eletroforese em gel

de agarose 1%, e a banda correspondente ao vetor linearizado foi purificada com o

Kit comercial “GFX PCR cDNA and Gel Band Purification Kit”

3.29. Amplificacao, digestao e purificacao dos cDNAs de hBMP2 e
hBMP?7.
A reacao de PCR para a amplificacdo de hBMP2 foi feita numa mistura

de reacdo, no volume total de 20ul, utilizando-se os “primers”, 2Xba (5'-

38



TTAAATCTAGAGCCACCATGGTGGCCGGG-3) e 2Bam (5%-
TTTAAAGGATCCTGTACTAGCGACACCCA-3’), na concentracdo de 0,25uM cada
um, 1U da DNA Taq Hi-Fi polimerase (Invitrogen) e o vetor pENTR2B-hBMP2 como
“template”. As amostras foram tratadas a 94°C por 3min e submetidas a 3 ciclos de
30 segundos a 94°C, 30 segundos a 50°C e 1min a 72°C e 30 ciclos de 30 segundos
a 94°C, 30 segundos a 63°C e 1,5 min a 72°C, com uma etapa posterior de extensao
de 72°C por 10min. A reacao de PCR para a amplificacdo de hBMP7 foi feita numa
mistura de reagdo no volume total de 20ul, usando-se os “primers”, 7Xba (5'-
TTTTTCTAGAGCCACCATGCACGTGCGCTC-3) e 7Bam (5-
TTTTTTGGATCCGAGCTAGTGGCAGC-3’), na concentragdo de 0,25uM cada um,
1U de DNA Taq Hi-Fi polimerase (Invitrogen) e o vetor pENTR2B-hBMP7 como
“template”. Estas amostras foram submetidas aos mesmos ciclos descritos para
amplificar hBMP2. Uma vez amplificados, os fragmentos de hBMP2 e hBMP7 foram
digeridos com 20U de Xbal e 20U de BamHI respectivamente, e, posteriormente,
foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 1% e purificados com o Kit

comercial “GFX PCR cDNA and Gel Band Purification Kit”.

3.30. Ligacao do vetor pCMV-IRES-EGFP com os cDNAs
correspondentes a hBMP2 e hBMP?7.

Para a reacao de ligacao, foram usados 50ng do vetor pCMV-IRES-

EGFP digerido e purificado e 50ng dos fragmentos de DNA correspondentes a

hBMP2 e hBMP7 purificados, numa mistura de reagao com volume total de 20ul,

contendo 5U de T4 DNA ligase (Fermentas). As amostras foram incubadas O/N a

16°C e posteriormente a 65°C durante 15min. Como controle, tratou-se o vetor
sozinho, sem fragmentos, e vetor sozinho, sem ligase.
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3.31. Eletroporacao de E. coli XLB1.
Ap6s o término da reacdo de ligacdo do item 3.30, 2ul de cada
amostra foram misturados com 50ul de bactérias eletrocompetentes e submetidas a
eletroporacdo numa cubeta a 2.400V. Para cada amostra, foi adicionado 1 mL de
meio de cultura SOC e as bactérias foram incubadas durante 1h a 37°C sob
agitacao constante. Posteriormente, 100ul de cada amostra foram plagueados em

placa LB agar contendo 100ug/ml de ampicilina.

3.32. Identificacdo dos clones positivos atraveés de PCR.

As colbnias bacterianas resistentes a ampicilina, obtidas da ligacao
entre pCMV-IRES-EGFP, hBMP2 e hBMP7, foram caracterizadas através de uma
reacdo de PCR, com o objetivo de identificar os clones positivos carregando os
genes de interesse. A reacao de PCR para as colénias pCMV-IRES-EGFP + hBMP2
foi feita num volume total de 10ul, usando os “primers”. 21470R (5-
CCACCACGAATCCATGGTTG-3’) que hibridiza internamente com a sequéncia de
hBMP2 e pLPCXF (5- AGCTCGTTTAGTGAACCGTCAGATC-3), que anela com
parte da sequéncia do promotor do vetor, na concentracdo de 0,25uM cada um, e
1U de Taq DNA polimerase (Fermentas). As amostras foram tratadas a 94°C por
5min e submetidas a 30 ciclos de 94°C por 30seg, 54°C por 30seg e 72°C por
30seg. Posteriormente, uma etapa de 10min a 72°C. Para as col6nias pCMV-IRES-
EGFP + hBMP7, a reacédo de PCR foi feita da mesma forma, com a diferenca que foi
utilizado o “primer” 7680R (5- GTCGAAGCGTTCCCGGATG-3) que hibridiza
internamente com a seqUéncia de hBMP7 na mistura da reacao ao invés de 21470R.
Uma vez identificados os clones positivos, em ambos casos, estes foram crescidos
para isolar seu DNA plasmideal e confirmar a presenca destes genes no vetor
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pCMV-IRES-EGFP. A reacdo de PCR foi feita nas mesmas condicbes em cada
caso, com a diferenca que na reacdo foram utilizados 10ng/ul de cada DNA
plasmideal isolado. Finalmente, o DNA plasmideal das col6nias positivas foi

seqlienciado para confirmar as respectivas seqiéncias.

3.33. Transfeccao transitoria e estavel de células HEK293T com pCMV-
hBMP2- IRES-EGFP e pCMV-hBMP7-IRES-EGFP.
6ug de pCMV-IRES-EGFP (vetor vazio), pPCMV-hBMP2-IRES-EGFP e
pCMV-hBMP7-IRES-EGFP foram co-transfetadas, em cada caso, com 0,3ug do
vetor pTK-Hyg, através do método de lipofecgdo, utilizando-se Lipofectamina 2000
(Invitrogen), em células HEK293T, cultivadas em placas P60. Depois de 48h, as
células foram tripzinizadas e subdivididas (1:5, 1:10, 1:20 e 1:40) em placas P60
contendo meio DMEM 10% soro, 300ug/ml de Higromicina (Invitrogen). O meio foi
trocado a cada 3-4 dias até a aparicdo de clones celulares resistentes aos
antibiodticos. Estes clones foram isolados, utilizando-se um anel de ago inoxidavel,
que foi colocado em volta de cada um deles, e adicionando-se tripsina dentro do
anel para remover as células, as quais foram semeadas em placas de 24 pocos
contendo o meio seletivo. A transfecgéo transitéria foi feita da mesma forma, com a
diferenga que nao foi usado o vetor pTK-Hyg e, além disso, tanto o meio como as

células foram coletados 48h depois para analise da expressao das rhBMPs.
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3.34. Anadlise da expressdo de hBMP2 e hBMP7 na transfeccado
transitoria de células HEK293T com pCMV-IRES-EGFP, pCMV-
IRES-EGFP-hBMP2 e pCMV-IRES-EGFP-hBMP7 e dos clones
estaveis de células 293TpCMV-IRES-EGFP e 293TpCMV-hBMP?7-
IRES-EGFP.
100ug de proteina total tanto de lisado como de meio condicionado

coletado ap6s 48h da transfeccao, foram aplicados num gel de poliacrilamida 12%
(SDS-PAGE 12%). Apds a eletroforese, o gel foi colocado em tampdo de
transferéncia (20% metanol, 39mM glicina, 48mM Tris-HCI pH 8,3) e as proteinas
foram transferidas do gel para membrana de PVDF por eletroforese (400mA, 1h), em
cuba semi-seca (Amersham Pharmacia). Os sitios inespecificos da membrana de
PVDF foram bloqueados com 5% leite-TBST (150mM NaCl, 50mM Tris-HCI pH 7,5)
por 1h a temperatura ambiente, sob agitacdo. A membrana foi, entdo, lavada com
TBST (3X 5min, temperatura ambiente, sob agitacdo) e incubada com os anticorpos
monoclonais anti-BMP-2 (1:650) e anti-BMP-7 (1:2500) (R&D Systems) por 1h a
temperatura ambiente, sob agitagdo. Novamente, a membrana foi lavada (3X 10min
com TBST, sob agitagdo) e, entdo, incubada com o anticorpo secundario
correspondente (anti-lgG mouse, Vector), conjugado com peroxidase, diluido 1:5.000
em TBST (1h, temperatura ambiente, sob agitacao). Apos trés lavagens com TBST
(10min cada, sob agitacdo), a membrana foi revelada com sistema
quimioluminescente (SuperSignal West Pico Trial Kit, Pierce). Um filme de raio-X
(Kodak) foi exposto a membrana até a obtengéo do sinal adequado.

Este ensaio foi feito de igual forma, mas apenas com o meio condicionado dos
clones 293TpCMV-IRES-EGFP, 293TpCMV-hBMP2-IRES-EGFP e 293TpCMV-
hBMP7-IRES-EGFP.
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3.35. Purificacao de rhBMP7 do meio de cultura do clone estavel de
células  293TpCMV-hBMP7-IRES-EGFP  N°12  através de
cromatografia iénica.

As células 293TpCMV-hBMP7-IRES-EGFP N°12 foram semeadas em
placas P100 e mantidas em D-MEM 10% SFB a 37°C, 2,0% CO.. Entre 80-100% de
confluéncia, o meio de cultura foi trocado por 0 mesmo meio mas sem soro. Cada
24h durante 4-5 dias o meio de cultura foi coletado, filtrado com filtro de 0.45um e
armazenado a —80°C. Utilizando Centricon 10kDa (Millipore), 80ml de meio coletado
foi concentrado a 500ul, sendo este diluido em 2 volumes (2V) da solugao | (9M
Uréia, 20mM Hepes pH 7,0). Em seguida, esta amostra foi aplicada na coluna de
troca ibnica Hi-Trap SP (GE Healthcare) previamente equilibrada com a solucéao Il
(6M Uréia, 50mM NaCl, 20mM Hepes pH 7,0). Posteriormente, a coluna foi lavada
com 5V da solucéo Il e, em seguida, foi feita a eluicdo em gradiente utilizando-se 5V
da solucgao Ill (6M Uréia, 100mM NaCl, 20mM Hepes pH 7,0) e 5V da solucao IV (6M
Uréia, 300mM NaCl, 20mM Hepes pH 7,0). Uma parte de cada fracao coletada, foi
misturada com tampdo de amostra sem agente redutor e aplicada a um gel de
poliacrilamida 10% que, apos eletroforese, foi corado com prata utilizando-se o “Kit
ProteoSilver™ Silver Staining” (Sigma). Posteriormente, as fragdes que continham
rhBMP7 foram concentradas, misturadas com tampao de amostra com ou sem
agente redutor, e aplicadas a dois géis 12% poliacrilamida, sendo um para ser
corado novamente com prata e, o outro, para ser utilizado num ensaio de “Western

blot” utilizando-se o anticorpo anti-BMP7.
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3.36. Andlise funcional do meio de cultura condicionado por células

HEK293T expressando rhBMP?7 utilizando-se as células C2C12.

As linhagens celulares 293TpCMV-IRES-EGFP (vetor vazio) e 293T
pCMV-hBMP7-IRES-EGFP N°12, foram semeadas em placas P100 na presenca de
meio D-MEM 10% Soro Fetal Bovino (SFB, Invitrogen), e incubadas a 37°C, 2% CO0..
Na confluéncia de 80%, as culturas foram lavadas com PBSA (137mM NacCl, 2,7mM
KCI, 8mM NaxHPO4 e 1,4mM KH2PO4) e o meio foi trocado por DMEM sem soro.
24h depois o meio foi trocado por DMEM sem soro e as células foram mantidas em
cultura por mais 24h, quando o meio foi novamente coletado. O meio condicionado
proveniente de cada linhagem foi misturado com um volume de D-MEM 10% SFB
(Hyclone) e aplicado a culturas de células C2C12 confluentes, previamente
semeadas em placas de 6 ou 12 pogos. Estas culturas foram mantidas a 37°C, 2%
C0, até a visualizacdo de diferencas morfoldgicas que evidenciam processos de
diferenciagéo, resultante do tratamento com o meio condicionado de 293TpCMV-
IRES-EGFP e 293TpCMV-hBMP7-IRES-EGFP N°12. Além das diferengas
morfolégicas captadas por microscopia, foi realizado o ensaio de coloragdo com
Vermelho de Alizarina. Apés 14 dias de tratamento, as culturas foram lavadas 2X
com PBSA e fixadas com etanol 70% frio e deixadas em temperatura ambiente por
1h. Em seguida, as células foram lavadas com agua Milli-Q durante 5-10min
adicionando-se entdo a solugdo de Vermelho de Alizarina 1% pH 4,2 (Sigma)
mantendo-se a temperatura ambiente durante 30min. Posteriormente, esta solucao
foi removida e as células foram lavadas com agua Milli-Q, para serem analisadas e

fotografadas sob microscopia éptica.
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3.37. Osteodiferenciacdo in vivo utilizando-se o meio de cultura

condicionado pelas células 293TpCMV-hBMP7-IRES-EGFP N°12.

3.37.1. Infusdo das amostras.
Para o experimento '"in vivo" (ensaio pré-clinico) das
preparagdes de rhBMP7, foram escolhidos camundongos Balb/c nudes, machos,
imunodeficientes, de quatro semanas de idade, com massa corporal entre 20 e 25¢.

Os procedimentos foram realizados de acordo com as normas do COBEA

(www.cobea.org.br). A anti-sepsia da regido cervical posterior dos animais foi feita
com Clorexidina aquosa a 0,2%. A pré-anestesia foi intra-muscular utilizando-se 10pl
de 50mg/ml Xilazina, seguido de anestesia intra-peritonial com 10ul/g da mistura de
40mg/ml Ketamina/4mg/ml Xilazina. Posteriormente, realizou-se uma inciséo de 5,0
mm na regido dorsal do animal. Utilizando-se a técnica de divulsdo com pinca, a pele
foi separada do tecido celular subcutdneo em area com aproximadamente 40mm de
didmetro com formacdo de uma "bolsa" subcutanea virtual onde foi implantado o
material a ser testado. A direita da linha média dorsal implantou-se o material
(Hidroxiapatita/Colageno) que contem 0,1; 0,5 e 1mg de proteina total presente no
meio de cultura das células 293TpCMV-IRES-EGFP e a esquerda o mesmo material
com 0,1; 0,5 e 1mg de proteina total presente no meio de cultura das células
293TpCMV-rhBMP7-IRES-EGFP N°12. Num primeiro experimento, 5 animais foram
implantados unicamente com o material, outros 5 animais com o material contendo
0.1mg, 5 animais com 0.5mg e 1 animal com 1mg de proteina total. Posteriormente,
em outro experimento, 5 animais foram implantados com o material contendo 0.1mg,
5 animais com 0,5mg e 3 animais com 1mg de proteina total. Apds revisdo da

hemostasia local, realizou-se sutura dos bordos cirurgicos com fio inabsorvivel
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monofilamentar de nylon 6-0. A analgesia pds-operatéria foi realizada com injecao
intramuscular de 0,5ul de 1mg/ml Meloxicam— Movatec® na coxa direita. Ao final do
ato cirargico, os animais foram acondicionados em gaiolas colocadas sobre uma
cama térmica até que houvesse um nivel adequado de recuperacao anestésica, e 0s

animais estivessem acordados.

3.37.2. Recuperacao das amostras.

A recuperacdo das amostras foi realizada por procedimento
padrdo, sob anestesia em dose letal de 20ul/g da mistura de 40mg/ml
Ketamina/4mg/ml Xilazina e anti-sepsia com Clorexidina aquosa a 0,2%,
executando-se incisdo no mesmo local onde foi feito o implante, e disseccao
cortante das areas de implante.

Os materiais recuperados foram separados por individuo e por posicdo de
implante, colocados sobre fragmento de papel filtro devidamente identificado e
encaminhados para andlise histolégica, imersos em 5ml de solucdo tamponada de

paraformaldeido 4% previamente filtrado com filtro 0,22um.
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4. RESULTADOS.
4.1. Padronizacao de um modelo de diferenciacdo osteoblastica
4.1.1 Efeito de rhBMP2 e rhBMP7 comerciais na diferenciacao de
células mesenquimais de cordao umbilical humano.
4.1.1.1  Morfologia celular

Com o objetivo de verificar se rhBMP2 e rhBMP7 eram capazes
de induzir osteodiferenciacdo em células humanas, culturas primarias de células
extraidas de corddao umbilical humano foram tratadas com ambas proteinas,
conforme descrito em Materiais e Métodos. O corddo umbilical € uma das fontes de
células tronco mesenquimais, as quais dao origem a varios tipos celulares como
adipécitos, condroblastos, osteoblastos entre outros. Para este ensaio, utilizou-se
células mesenquimais incubadas somente com o meio de cultura (controle negativo)
e células que foram tratadas com rhBMP2 ou rhBMP7. Nos primeiros dias, ndo se
registrou uma diferenca marcante na morfologia das células, mas, a partir do dia 4,
as células que foram tratadas comegaram a adotar um ordenamento/agrupamento
diferente, aparecendo regides de matriz extracelular bem mais densa que o controle.
Como pode ser visto na Figura 5, correspondente ao dia 5 pés-tratamento, nas
culturas tratadas com BMPs existem regides de condensagao celular, e de matriz
extracelular bem mais escuras, o que nao foi observado nas culturas controle. No
caso das células tratadas com rhBMP2 (Figura 5B), € possivel notar a presenca de
duas zonas de condensacado celular, os denominados nodulos de diferenciacdo
(ND), separados por uma regido de células que ainda ndo estdo diferenciando.
Observa-se, também, uma zona bastante escura que corresponderia a matriz
extracelular mineralizada (MM). Com o tratamento com rhBMP7, ocorre algo muito

similar, com a diferenga que os 2 nddulos de diferenciagdo observados estao muito
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proximos e estdo comegando a fundir-se. Como é possivel notar, estes nodulos
apresentam, regides escuras correspondentes a matriz extracelular em
mineralizagao (Figura 5C). Portanto, fica claro que o tratamento com as duas BMPs,
tem um efeito sobre estas culturas, quando comparadas com o controle. Caso as
regides mais escuras realmente corresponderem a matriz mineralizada, seria uma
evidéncia clara da acao destas proteinas sobre as células mesenquimais de cordao
umbilical induzindo diferenciacdo celular, ja que este tipo de matriz constitui-se num
fendtipo caracteristico de osteoblastos. Portanto, € muito provavel que se esteja na
presenca de diferenciacdo osteoblastica, mas, logicamente, isto deve ser provado
através de ensaios de coloragdo especifica para matriz mineralizada, como, por

exemplo, a coloracdo de von Kossa que se detalha a seguir.
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A Controle (sem BMPs)

B 300ng/ml rhBMP2

C 300ng/ml rhBMP7

Figura 5. Diferenciacado de células mesenquimais de cordao umbilical humano apés o
tratamento com rhBMP2 e rhBMP7 por 5 dias.

Conforme descrito em Materiais e Métodos. A: células nado-tratadas (controle), B:
células tratadas com 300ng/ml de rhBMP2 e C: células tratadas com 300ng/ml de
rhBMP7. Nas células tratadas € possivel observar regides de condensacao celular
ou nédulos de diferenciacdo (ND), e zonas escuras que correspondem a matriz
extracelular mineralizada (MM).
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4.1.1.2 Coloracao especifica de von Kossa.

As culturas de corddo umbilical humano, tratadas com rhBMP2
e rhBMP7, foram fixadas e coradas conforme descrito em Materiais e Métodos. A
coloracdo de von Kossa identifica, especificamente, matriz extracelular mineralizada,
que corresponde a matriz produzida por células osteoblasticas. Como pode ser visto,
na Figura 6, que corresponde ao dia 11 pds-tratamento, as amostras tratadas com
BMPs apresentam regides de células mais agrupadas e ordenadas, além de regides
de matriz extracelular bem mais escuras quando comparadas as culturas controle
(Figura 6A). Nas culturas tratadas com rhBMP2 (Figura 6B), € possivel notar a
presenca de um nodulo de diferenciagdo (ND) no qual a matriz extracelular é corada
em vermelho, demonstrando assim, sua mineralizagdo. Nas células tratadas com
rhBMP7 (Figura 6C), ocorre algo muito similar, observando-se, também, a presenca
de um nédulo de diferenciacéo, onde a coloragdo vermelha novamente demonstra a
mineralizacdo da matriz extracelular. Portanto, pode-se afirmar que as células
mesenquimais provenientes do corddo umbilical, tratadas com rhBMP2 e rhBMP?7,
apresentam um grau de diferenciagéo, sendo muito provavel, que esta seja do tipo
osteoblastica, devido a detecgdo de matriz extracelular mineralizada, que é um
fenotipo caracteristico de osteoblastos. Infelizmente, ndo foi possivel reproduzir este
resultado com este tipo de cultura primaria humana e com outras fontes de células
mesenquimais. Por esta razdo, para poder identificar os genes diferencialmente
expressos durante a osteodiferenciacao induzida por rhBMP2 e rhBMP7, foi
escolhido outro modelo celular, as células murinas C2C12, as quais, em resposta ao
tratamento com rhBMPs, se diferenciam em osteoblastos (Katagiri, Yamaguchi et al.,

1994)
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A Controle (sem BMPs)

B 300ng/ml rhBMP2

C 300ng/ml rhBMP7

Figura 6. Diferenciacao osteogénica de células de cordao umbilical humano induzida
por rhBMP2 e rhBMP7, demonstrada através de coloracdo de von Kossa, conforme
descrito em Materiais e Métodos. A: células ndo-tratadas (controle), B: células tratadas com
300ng/ml de rhBMP2 e C: células tratadas com 300ng/ml de rhBMP7. As fotos
correspondem ao dia 11 do tratamento, com aumento de 40X. Nas células tratadas é
possivel observar regides de condensagao de células, os nédulos de diferenciagdo (ND), os
quais contém matriz extracelular mineralizada (MM), com a cor vermelha caracteristica.
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4.1.2 Efeito de rhBMP2 e rhBMP7 comerciais na diferenciacao
osteoblastica de células C2C12.

4.1.2.1 Morfologia celular.

A linhagem C2C12 é um excelente modelo de estudo de
diferenciacdo osteoblastica. Estas células, que tém origem mesenquimal, sdo pré-
mioblastos que ainda tém uma potencialidade limitada de diferenciacdo. Quando sao
cultivadas em meio de cultura com soro estas células se diferenciam em células
musculares, mas, quando sdao mantidas em cultura na presenca de rhBMP2 ou
rhBMP7, sdo capazes de se diferenciar em osteoblastos (Katagiri, Yamaguchi et al.,
1994; Gu, Zhang et al., 2004). Devido a isto, foram escolhidas como um modelo
véalido de estudo, tanto para a andlise dos genes diferencialmente expressos através
de microarranjos de DNA, como para analisar a funcionalidade das células
transfectadas estavelmente e que expressam rhBMP2 ou rhBMP7. Antes de fazer o
experimento para coletar os RNAs para fazer os microarranjos de DNA, as células
C2C12 foram tratadas com as duas BMPs recombinantes comerciais com o objetivo
de testar o modelo, observando-se as diferengas morfolégicas durante o tratamento.
A Figura 7 mostra os diferentes fenétipos das células apds 4 dias de tratamento,
sendo possivel observar a aparicdo de células musculares no controle negativo
(veiculo apenas) enquanto as células tratadas com rhBMP2 ou rhBMP7 comerciais
apresentam uma maior concentracao celular, onde as células adotam uma forma

poligonal, caracteristica morfologica de osteoblastos.
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A. Controle

B. 200ng/ml rhBMP2

C. 200ng/ml rhBMP7

Células C2C12 d4

Figura 7. Osteodiferenciacao de células C2C12 induzida por rhBMP2 e rhBMP7. O
ensaio de diferenciagdo foi feito conforme detalhado em Materiais e Métodos. A: controle
negativo, de culturas tratadas apenas com o veiculo. B: culturas tratadas com 200ng/ml de
rhBMP2; C: culturas tratadas com 200ng/ml de rhBMP7. Culturas tratadas por 4 dias e
morfologia analisada através de microscopia de fase.
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4.1.2.2 Ensaio de atividade de fosfatase alcalina de células C2C12
utilizando rhBMP2 e rhBMP7 comerciais.

Uma caracteristica que permite identificar se as células estdo se
diferenciando em osteoblastos é a atividade enzimética da fosfatase alcalina. Esta
atividade esta aumentada durante a osteodiferenciacdo e em osteoblastos ja
diferenciados, em comparacao a células mesenquimais ou a outros tipos de células
nao-osteoblasticas diferenciadas (Cheng, Jiang et al., 2003). A Figura 8 mostra o
resultado da atividade de fosfatase alcalina em funcao do tempo das células C2C12
tratadas com rhBMP2 e rhBMP7 comerciais. Resulta evidente o incremento da
atividade enzimética a partir do dia 2 de tratamento, aumentando consideravelmente
nos dias 7, 10 e 14, chegando, no dia 17, a um valor muito parecido aquele
registrado no dia 14. O resultado de atividade enzimatica mostra, claramente, um
perfil caracteristico de osteoblastos, o qual, juntamente com as mudancas
morfoldgicas das células C2C12 tratadas ja mostradas acima, permitem afirmar que
as células respondem as duas proteinas, validando este modelo celular de
osteodiferenciacdo. Assim, estes dados permitiram planejar, com maior seguranga o
experimento que visa identificar os genes diferencialmente expressos durante o

tratamento das células C2C12 com ambas rhBMPs.
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Figura 8. Cinética de inducao da atividade de Fosfatase Alcalina em células C2C12
tratadas com 200ng/ml de rhBMP2 e rhBMP7. O ensaio foi feito conforme descrito em
Materiais e Métodos. Atividade da enzima (nmol pNF/min/mg proteina) avaliada durante a
osteodiferenciacdo das células C2C12 induzida por rhBMP2 e rhBMP7 comerciais. Este
resultado é representativo de 3 experimentos diferentes.
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4.2 Andlise dos genes diferencialmente expressos através de
microarranjos de DNA (Codelink), durante a osteodiferenciacao das
células C2C12, induzida por rhBMP2 e rhBMP?7.

As amostras de RNA total utilizadas para fazer os experimentos de
microarranjos de DNA foram isoladas 12h ap6s o tratamento com rhBMPs.
Entretanto, foram coletadas amostras de RNA total também nos tempos 0, 4, 8 e 24h
apds o tratamento, com o objetivo de analisar, através de “Real Time PCR”, a
variagdo da expressdo dos genes diferencialmente expressos na diferenciacao,
durante um periodo maior de tempo. Os bioarranjos de DNA (Codelink) utilizados
correspondem ao genoma completo de camundongo (~36.000 genes), portanto os
resultados sdo bastante abrangentes e o interesse foi centrado, especificamente,
nos genes relacionados com osteodiferenciacdo. Como pode ser observado na
Figura 9, a analise dos dados resultou na obtencdo de 1.862 e 2.517 genes
induzidos, e 1.335 e 1.918 genes reprimidos, apos o tratamento das células C2C12
com rhBMP2 e rhBMP7, respectivamente, considerando-se um “cut-off” de 2,5
vezes. Os genes induzidos e reprimidos pelo tratamento com cada rhBMP foram
interceptados, resultando em 1.318 genes induzidos e 704 genes reprimidos por

rhBMP2 e rhBMP?7.
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Induzidos Reprimidos

rhBMP2 rhBMP7 rhBMP2 rhBMP7

Figura 9. Genes induzidos e reprimidos por rhBMP2 e rhBMP7 durante a diferenciacao
osteoblastica das células C2C12. Os genes apresentando uma expressao diferencial >
2,5 vezes nos microarranjos de DNA foram selecionados. A figura mostra a interseccao dos
genes induzidos e reprimidos tanto por rhBMP2 como por rhBMP7.

Os provaveis genes diferencialmente expressos, em comum, por rhBMP2 e
rhBMP7 foram classificados de acordo com sua funcdo, predita pelo programa

FatiGO Data Mining (http:/fatigo.bioinf.cnio.es), que classifica os genes de acordo

com os critérios do “Gene Ontology (GO)”, ou seja, componente celular, processo
bioldgico e fungdo molecular. Uma parte da tela de saida do FatiGO é mostrada na

Figura 10.
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Figura 10. Tela de Saida de Fatigo. Algumas das classificacdes fornecidas pelo programa
FatiGO, com as barras de percentagens em vermelho correspondendo aos genes induzidos
em comum por thBMP2 e rhBMP7 e as barras em verde sendo 0s genes reprimidos em
comum por ambas rhBMPs.

A partir da classificacdo de FatiGO, foram selecionados 33 genes induzidos
por rhBMP2 e rhBMP7 relacionados, principalmente, a algumas vias de transdugéo
de sinais, desenvolvimento, diferenciacdo celular, osteodiferenciacdo, e
formacao/remodelacao 6ssea. Estes genes sao mostrados na Tabela 5, que detalha
o resultado da razéo das intensidades normalizadas, obtidas em cada microarranjo e
para cada gene. As razdes correspondem as intensidades das amostras tratadas
(200ng/ml de rhBMP2 ou rhBMP?7) divididas pelas intensidades das amostras nao-
tratadas com rhBMPs, ap6s 12h de tratamento. A pesar de nao apresentar
expressao diferencial no microarranjo, o gene MyoD €& mostrado na Tabela 5. A

razao para sua inclusao sera discutida posteriormente.
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Tabela 5. Provaveis genes diferencialmente expressos durante a osteodiferenciacao
das células C2C12 induzida por rhBMP2 e rhBMP?7.

Numero Descricao Razao
Acesso Intensidade Normalizada
rhBMP2/C | rhBMP7/C
NM_010053.1 |distal-less homeobox 1 (DIx1) 6,462 8,015
NM_010054.1 |distal-less homeobox 2 (DIx2) 3,236 5,594
NM_010056.2 |distal-less homeobox 5 (DIx5) 4,168 4,450
NM_010495.1 |inhibitor of DNA binding 1 (Id1) 20,365 31,646
NM_010496.2 |inhibitor of DNA binding 1 (Id2) 5,766 88,316
NM_008321.1 |inhibitor of DNA binding 1 (Id3) 3,591 3,989
NM_009820.1 |runt related transcription factor 2 (Runx2) 2,939 3,165
NM_130458.1 | Osterix transcription factor (Osx) 3,728 5,482
NM_008265.2 | homeo box A4 (Hoxa4) 4,766 4,049
NM_010466.1 | homeo box C8 (Hoxc8) 2,515 4,191
NM_147221.1 | GLIS family zinc finger 1 (Glis1) 176,83 131,282
NM_175459.3 | GLIS family zinc finger 3 (Glis3) 35,467 33,331
NM_007526.1 | BarH-like homeobox 1 (Barx1) 6,871 7,271
NM_011680.1 |upstream transcription factor 2 (Usf2) 4,005 6,609
AF114258.1 | forkhead protein FKHR1 (Fkhr1) mRNA 3,219 67,178
NM_177889.2 | zinc finger protein 82 (Zfp82) 30,931 57,826
NM_011801.1 |craniofacial development protein 1 (Cfdp1) 4,302 46,293
NM_010091.3 | Dvl1 4,295 160,170
NM_011103.1 | protein kinase C, delta (Prkcd) 2,530 11,197
NM_012029.1 |signaling intermediate in Toll pathway- 2,944 12,836
evolutionarily conserved (Sitpec)
NM_008175.2 |granulin (Grn) 3,055 8,980
NM_013649.2 |receptor-like tyrosine kinase (Ryk) 4,083 13,548
NM_008514.1 |low density lipoprotein receptor-related protein 6 2,689 6,526
(Lrp6)
NM_013589.1 |latent transforming growth factor beta binding 5,342 17,629
protein 2 (Ltbp2)
NM_178929.2 |Kazal-type serine protease inhibitor domain 1 3,278 7,094
(IGFBP-r10)
NM_015784.1 | periostin, osteoblast specific factor (Postn) 2,506 14,270
NM_008667.2 | Ngfi-A binding protein 1 (Nab1) 3,541 12,381
NM_019564.1 |protease, serine, 11 (Igf binding) (Prss11) 2,521 3,905
NM_009755.2 | bone morphogenetic protein 1 (Bmp1) 4,083 55,404
NM_009263.1 | secreted phosphoprotein 1 (Spp1) 3,137 61,283
NM_011122.1 |procollagen-lysine, 2-oxoglutarate 5- 37,891 45,897
dioxygenase 1 (Plod1)
AK012215.1 11 days embryo whole body cDNA, RIKEN
clone:2700007P21 product:hypothetical protein, 13.,840 7,852
full insert sequence
AW488953.1 | UI-M-BH3-ash-e-04-0-Uls1 NIH_BMAP_M_S4
cDNA clone UI-M-BH3-ash-e-04-0-Ul  3'. 5,184 5,961
hypothetical protein LOC216971
NM_010783.1 | MyoD family inhibitor (Mdfi) 0.998 0.979
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4.3 Confirmacao da expressdo diferencial dos genes regulados por
rhBMP2 e rhBMP? através de qPCR.
4.3.1 Determinacao da concentracao ideal e da eficiéncia dos “primers”.

Conforme descrito em Materiais e Métodos, a concentracao ideal para

cada par de “primer” especifico foi determinada, assim como também o calculo da
eficiéncia dos mesmos. A Figura 11 mostra os graficos (Ct vs ug cDNA) que
permitem o calculo da eficiéncia dos “primers” mGAPDH, mHPRT e mHMBS e a
Tabela 6 mostra as eficiéncias calculadas através deste tipo de grafico para todos os
“primers” utilizados no gPCR. No caso dos genes Hoxa4 e Barx1, ndo foi possivel
obter as respectivas eficiéncias, mesmo utilizando diversos pares de “primers” para

tal propésito.
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Figura 11 Graficos de eficiéncia dos “primers” mGAPDH, mHPRT e mHMBS. Sao
mostradas as linhas de tendéncia linear com suas respectivas equacgdes e valores de R®.
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Tabela 6. Tabela de concentracao final e eficiéncia dos “primers” utilizados nas
reacoes de qPCR para o estudo de expressao diferencial dos transcritos selecionados
através dos microarranjos de DNA.

Primers Concentracdo nM | Coeficiente angular Eficiéncia (%)

mHPRT 200 -2,80 128
mHMBS 600 -4.035 77
mGAPDH 200 -3,36 98
Dix1 400 -3,04 113
DIx2 400 -2,81 127
DIx5 200 -3,76 84
Id1 200 -3,94 79

Id2 200 -3,53 92

Id3 200 -3,60 90
Runx2 400 -3,26 102
Fkhr1 400 -3,89 81
Hoxa4 nd nd Nd
Osterix 200 -4,30 71
Plod1 200 -3,85 82
Spp1 400 -4,20 73
Zfp82 400 -3,04 113
BMP1 200 -4,06 76
Cfdp1 400 -3.99 78
Dvl1 200 -4.11 75
Grn 400 -4,20 73
Hoxc8 400 -3,76 84
Htra1 200 -4,03 77
Lrp6 200 -3.81 82
Nab1F 400 -3,83 82
Postn 400 -2.89 121
Pkcd 200 -4,06 76
Ryk 200 -3.56 91
Usf2 200 -4,20 73
Barx1 nd nd nd
IGFBP-r10 200 -3.37 98
Ltpb2 400 -3,43 96
Glis1 200 -2,83 125
Glis3 200 -4.16 74
Ecsit 400 -3.83 82
AK012215.1 200 -3.82 82
AW488953.1 200 -3.55 91
MyoD 200 -3,77 84

62



4.3.2 Validacao da expressao diferencial entre culturas de células C2C12
tratadas e ndo tratadas com rhBMP2 e rhBMP?7.

Os resultados dos ensaios de gPCR representam os valores médios
obtidos das duplicatas. E importante assinalar que (I) corresponde aos cDNAS
coletados nos diversos periodos de tempo do tratamento do primeiro experimento e
(Il) corresponde aos cDNAS coletados num segundo experimento, ou seja a
duplicata bioldgica. Os valores estdo representados na forma de expressdo génica
relativa, calculada conforme descrito em Materiais e Métodos, sendo que a amostra
tomada como referéncia corresponde as células C2C12 nao-tratadas nos tempos 0,
4, 8, 12 e 24h. Os dados de gPCR foram normalizados através do algoritmo
denominado geNorm, derivado do trabalho de Vandesompele J, et al (2002). Para as
analises realizadas, utilizaram-se trés genes controles: mGAPDH, mHPRT, e
mHMBS, que foram ensaiados nas mesmas amostras de cDNAs nas quais se
mediram a expressdo dos transcritos de interesse. Para cada amostra, foi obtido um
fator, o qual foi utilizado para a normalizagao dos dados.

A Figura 12 mostra os graficos de expresséao relativa dos genes Runx2, DIx1,
DIx2, DIx5, Id1, 1d2, 1d3, Fkhr1, Osx, Zfp82, Hoxc8, Usf2, Glis1, Glis3 e Nab1 (15 no
total), que participam da regulacao transcricional de diversos genes envolvidos em
processos celulares ja conhecidos e outros ainda nao caracterizados. Id1, 1d2, 1d3 e
Nab1 correspondem as proteinas que se ligam a fatores de transcricao, modificando,
com isso, a capacidade de unidao destes ao DNA, afetando, assim, a expresséo de
um ou mais genes. O resto dos genes presentes na figura correspondem a fatores
de transcricdo. O primeiro gene da figura é Runx2. E possivel notar que este gene é
induzido em niveis muito similares por rhBMP2 e rhBMP7. Apds 4h de tratamento,

este gene ja apresenta indugdo, e o maior nivel de expressdo aparece 12h apos
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tratamento, decaindo até 24h, mas ainda sendo significativamente maior do que o
controle neste ponto. Este mesmo perfil de expressao pode ser observado para os
genes Id1, Id2 e |d3, com a diferenca que, no caso de Id2, o tratamento com
rhBMP7 indica um maior nivel de expressao do que com rhBMP2 nos tempos 4, 8,
12 e 24h, e no caso de Id1 e Id3 existe uma diferenca de inducdo também nestes
periodos de tempo, mas € menor do que aquela obtida para Id2. Os genes DIx1 e
DIx2 sdo induzidos as 4h apo6s o tratamento com ambas rhBMPs. DIx1 alcanca sua
expressdo maxima 12h depois do inicio do tratamento, caindo ao valor basal as 24h,
a diferenca de DIx2, que neste periodo, alcanga seu maior valor de expressao. DIx5
€ induzido por ambas rhBMP2 de maneira muito similar, havendo um leve
incremento entre 4-8h para aumentar 5 a 6 vezes ap6s 12 e 24h. O gene Fkhr1 &
induzido pelo tratamento com as duas rhBMPs, apresentando seu maximo nivel de
expressao apos 4h, o qual vai diminuindo até chegar bem préximo ao basal as 24h.
No caso do gene Osx, o qual aparece como 0 gene mais induzido tanto por rhBMP2
como rhBMP7, quanto ao nivel de expressao relativa, sua expressao comecga a
aumentar 4h depois do tratamento e vai incrementando progressivamente até
chegar ao maximo ap6s 24h. E notdrio que os niveis de expressdo alcancados pelo
tratamento com ambas proteinas € muito similar no caso deste gene. O gene Hoxc8
tem um leve aumento de expressao apos 4h e 8h, chegando ao maximo as 12h e
caindo as 24h apés tratamento com rhBMP2. A diferenca do tratamento com
rhBMP2, rhBMP7 gerou um aumento da expressao unicamente as 12 e 24h. Outra
diferenca foi que o tratamento com rhBMP2 levou a uma expressdo maior que o
tratamento com rhBMP7 no periodo de tempo correspondente as 12h. Glis1 é
induzido pelo tratamento com ambas proteinas a partir de 4h e sua expressao se

mantém constante até 12h, diminuindo as 24h, mas, neste caso, claramente existe
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um maior aumento na expressao do transcrito nas células tratadas com rhBMP2 do
que naquelas tratadas com rhBMP7. Uma situacdo semelhante ocorre com o perfil
de expressao de Glis3, que é um gene da mesma familia que Glis1. Ele é induzido a
partir das 4h depois do tratamento, e se mantém constante até 12h para logo
diminuir sua expressdo as 24h, mas a diferenca de Glis1, o nivel de expressao
alcangado € muito similar nas células tratadas com rhBMP2 e rhBMP7. Por ultimo,
pode-se observar, claramente, que os genes Zfp82, Nab1 e Usf2, selecionados do
microarranjo como possiveis genes diferencialmente expressos no periodo de tempo
de 12h, ndo apresentam mudangas em seus niveis de expressdo, em comparagao
aqueles registrados nas células nao tratadas (controle), sendo estes muito préximos
entre si, portanto, sdo descartados como diferencialmente expressos apds o

tratamento com rhBMP2 ou rhBMP?7.
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Figura 12. Expressao, medida por qPCR, dos genes candidatos: Runx2, Id1, 1d2, 1d3,
DIx1, DIx2, DIx5, Fhkri1, Osx, Hoxc8, Glis1, Glis3, Zfp82, Usf2 e Nab1 induzidos por
rhBMP2 e rhBMP7 durante a osteodiferenciacao das células C2C12. (l) representa os
cDNAs obtidos apés 0, 4, 8, 12 e 24h do tratamento no experimento nimero 1 e (Il) cDNAs
utilizados como duplicata biolégica, correspondentes ao experimento nimero 2. Foram
realizados 3 experimentos em duplicata para cada amostra, e os resultados foram
normalizados pelo programa Genorm. Os asteriscos referem-se a significAncia estatistica
(“Two-Way” ANOVA, teste Bonferroni) entre o controle e o as células C2C12 tratadas com
200ng/ml de rhBMP2 ou rhBMP7 (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001). Il Controle, [ rhBMP2 e
M rhBMP?7.
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A andlise da expressédo génica, através de qPCR, de um segundo grupo de
genes selecionados a partir dos dados obtidos dos microarranjos de DNA, é
mostrada na Figura 13. Estes genes séo Lrp6, Ryk, Dvl1, Ecsit e PKCS, que estao
relacionados, principalmente, as vias de sinalizacdo celular que serao discutidas
posteriormente. Todos estes genes, exceto de Ryk apresentam expressao
diferencial em algum periodo de tempo como conseqiiéncia do tratamento com
rhBMPs. Como € possivel notar na Figura 13, para o gene Lrp6, existe um leve
aumento na expressao apos 4h e 8h de tratamento com as duas rhBMPs, chegando
ao maximo de expressdao as 12h e posteriormente diminuindo até as 24h. Em
relagéo a Dvl1, o tratamento com rhBMP7 causou um leve aumento na expressao ja
em 8h de tratamento enquanto que rhBMP2 ndo gerou este tipo de resposta. E
possivel notar que coincidentemente existe um maximo de expressdao em 12h nas
culturas tratadas com ambas proteinas recombinantes, que diminui levemente as
24h. A expressao do gene Ecsit aumenta apds 4h de incubagao das células com
rhBMP2 e rhBMP7. Esta expressao descende levemente em 8h para logo aumentar
no tempo de 12h, caindo, posteriormente, a niveis basais de expressao as 24h. No
caso de PKCJ, onde os niveis de expressao nao foram muito altos, o tratamento
com rhBMP2 causou uma expressao maior ja as 4h de tratamento em comparagao a
rhBMP7. No entanto, nos periodos de tempo de 8 e 12h, os niveis obtidos com
ambos tratamentos foram muito similares. No dltimo ponto, que corresponde as 24h,
existe, ainda, uma expressdao maior nas células tratadas com rhBMP2, em
comparagao ao controle e as células tratadas com rhBMP7, mas é evidente que a

expressao deste gene devido a acdo de rhBMP2 claramente vai diminuindo.
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Figura 13. Expressao, medida através de qPCR, dos genes candidatos: Lrp6, Ryk,
Dvi1, Ecsit e PKC$ induzidos por rhBMP2 e rhBMP7 durante a osteodiferenciacao das
células C2C12. (I) cDNAs obtidos apos 0, 4, 8, 12 e 24h do tratamento no experimento
nuamero 1 e () cDNAs utilizados como duplicata biolégica, correspondentes ao experimento
2. Foram realizados 3 experimentos em duplicata para cada amostra, e os resultados foram
normalizados pelo programa Genorm. Os asteriscos referem-se a significancia estatistica
(“Two-Way” ANOVA, teste Bonferroni) entre o controle e o as células C2C12 tratadas com
200ng/ml de rhBMP2 ou rhBMP7 (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001). I Controle, [ rhBMP2 e
B rhBMP7.

Outro grupo de genes selecionados a partir dos microarranjos de DNA para
serem analisados através de gPCR é mostrado na Figura 14. Alguns destes genes
correspondem a proteinas e enzimas, algumas das quais sdo secretadas pelas
células, apresentando diferentes fun¢des. Os genes que aparecem nesta figura séo:
Spp1, Ltbp2, Grn, Postn, Plod1, BMP1, Hiral e IGFBP-r10. Todos estes, exceto
Spp1 foram, confirmados como sendo diferencialmente expressos apds o tratamento
com rhBMP2 e rhBMP7. Como se observa na Figura 14, a expressdo de Ltbp2
aumenta com o tratamento com as duas proteinas recombinantes apds 4h de
tratamento, mantendo uma expressdo constante até 12h e diminuindo apo6s 24h.
Como pode ser visto, existe uma expressdo levemente maior quando as células
foram tratadas com rhBMP2 do que naquelas tratadas com rhBMP7. Um perfil de
expressao muito similar em relagdo ao tempo de tratamento ocorre com Grn, Postn,
Plod1 e BMP1, ainda que os valores de expressao relativa de cada um destes genes
nao sejam os mesmos. Coincidentemente, o aumento na expressdao dos quatro
genes ocorre apdés 12h de tratamento com rhBMP2 e rhBMP7 e continua

aumentando ainda mais durante todo o tempo de analise que foi de 24h. No que se
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diz respeito a Htral, sua expressao, resultante do tratamento com as duas rhBMPs,
comeca a aumentar paulatinamente as 4h, mantendo-se em 8h, sendo que, as 12h
chega ao seu valor maximo e, posteriormente, cai a niveis basais as 24h. O ultimo
gene deste grupo € IGFBP-r10. Como é observado na Figura 14, apés 4h de
tratamento com rhBMPs é produzido um aumento na expressdo que se mantém
constante em 8h. No tempo de 12h existe um incremento na expressao de IGFBP-
r10, o qual € maior nas ceélulas tratadas com rhBMP2 do que com rhBMP7. Em 24h,
o nivel de expressédo induzido por rhBMP2 é muito similar aquele obtido em 12h, ou
seja, permanece praticamente o mesmo, com a diferenca de que a expressao
induzida por rhBMP7, em 24h é aproximadamente duas vezes maior do que no

tempo de 12h.
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Figura 14. Expressao, medida através de qPCR, dos genes candidatos: Spp1, Ltbp2,
Grn, Postn, Plod1, BMP1, Htral e IGFBP-r10 induzidos por rhBMP2 e rhBMP7 durante
a osteodiferenciacao das células C2C12. (I) cDNAs obtidos apos 0, 4, 8, 12 e 24h do
tratamento no experimento nimero 1 e (ll) os cDNAs utilizados como duplicata bioldgica,
correspondentes ao experimento 2. Foram realizados 3 experimentos em duplicata para
cada amostra, e os resultados foram normalizados pelo programa Genorm. Os asteriscos
referem-se a significancia estatistica (“Two-Way” ANOVA, teste Bonferroni) entre o controle
e 0 as células C2C12 tratadas com 200ng/ml de rhBMP2 ou rhBMP7 (*p<0,05; **p<0,01;
***n<0,001). M Controle, L1 rhBMP2 ¢ Il rhBMP?7.
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Na figura 15 s&o mostrados os resultados de gPCR do gene Cfdp1 e de duas
seqliéncias selecionadas dos microarranjos de DNA como sendo possivelmente
expressas de forma diferencial durante a osteodiferenciagdo de células C2C12
induzida por rhBMP2 e rhBMP7. Cfdp1 é induzido por rhBMP2 as 4h, mantendo sua
expressao constante até 8h, para aumentar levemente as 12h e diminuir novamente
as 24h a niveis similares aqueles detectados em 4h ou 8h. Por outro lado, a
expressdo deste mesmo gene aumenta significativamente somente em 12h de
tratamento com rhBMP7 e diminui em 24h a um nivel ainda superior em relacédo ao
controle. Interessantemente, as seqiéncias AK012215.1 e AW488953.1 codificariam
proteinas hipotéticas de fungdo desconhecida, no entanto, analisando a figura fica
evidente que ambas n&o sdo diferencialmente expressas durante a
osteodiferenciacdo, pois 0s niveis de expressdo sdo praticamente iguais aqueles

obtidos a partir do controle.
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Figura 15. Expressao, medida através de ¢PCR, dos genes candidatos: Cfdp1,
AKO012215.1 e AW488953.1 induzidos por rhBMP2 e rhBMP7 durante a
osteodiferenciacao das células C2C12. (I) representa os cDNAs dos tempos 0, 4, 8, 12 e
24h do tratamento que correspondem ao experimento nimero 1 e () os cDNAs utilizados
como duplicata bioldgica, correspondentes ao experimento 2. Foram realizados 3
experimentos em duplicata para cada amostra, e os resultados foram normalizados pelo
programa Genorm. Os asteriscos referem-se a significancia estatistica (“Two-Way” ANOVA,
teste Bonferroni) entre o controle e o as células C2C12 tratadas com 200ng/ml de rhBMP2
ou rhBMP7 (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001). Il Controle, L1 rhBMP2 ¢ ll rhBMP7.
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4.3.2.1 Analise da expressao de MyoD.

Como ja foi mencionado, quando sao tratadas com rhBMPs, as
células C2C12 se diferenciam em osteoblastos, e quando ndo sao tratadas com
estas proteinas, se diferenciam em mioblastos. Um gene muito importante que
participa na diferenciagcdo mioblastica € o gene MyoD. Com o objetivo de analisar a
expressao deste gene durante a osteodiferenciacdo de células C2C12 devido ao
tratamento com rhBMP2 e rhBMP7, foi realizado um ensaio de qPCR para este gene
com os cDNAs obtidos apos diferentes periodos de tempo do tratamento. Como é
possivel observar na Figura 16, a expressao deste gene diminui a partir das 8h apos
o tratamento e continua diminuindo até 24h. Este resultado demonstra que a
diferenciagdo muscular das células C2C12 ¢ inibida pelo tratamento de rhBMP2 e

rhBMP7, favorecendo, assim, a osteodiferenciacdo destas células.

27 MyoD 27 MyoD
N<3 () 3 (m

Z
I

*
*x Kk Kk Sk . o
*k

Expresséo relativa
|

Expresséo relativa
|

0 4 8 12 24 horas 0 4 8 12 24 horas

Figura 16. Analise da expressdao do gene MyoD durante a osteodiferenciacao das
células C2C12 induzida por rhBMP2 e rhBM7. (I) representa os cDNAs dos tempos 0, 4,
8, 12 e 24h do tratamento que correspondem ao experimento niamero 1 e (ll) os cDNAs
utilizados como duplicata biolégica, correspondentes ao experimento 2. Foram realizados 3
experimentos em duplicata para cada amostra, e os resultados foram normalizados pelo
programa Genorm. Os asteriscos referem-se a significAncia estatistica (“Two-Way” ANOVA,
teste Bonferroni) entre o controle e o as células C2C12 tratadas com 200ng/ml de rhBMP2
ou rhBMP7 (*p<0,05; **p<0,01). ll Controle, L1rhBMP2 ¢ Il rhBMP7.
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Tabela 7. Resumo dos resultados da analise de expressao através de qPCR de
diversos genes durante a osteodiferenciacao das células C2C12 induzida por rhBMP2
e rhBMP7. S=Sim, N=Nao, I=Induzido, R=Reprimido e S/V=Sem Variacao.

Diferencialmente Induzido ou
Gene Expresso Reprimido
Dix1
DIx2
DIx5
Id1
Id2
Id3
Runx2
Fkhr1
Osterix
Plod1
Spp1
Zfp82
BMP1
Cfdp1
Dvl1
Grn
Hoxc8
Htra1
Lrp6
Nab1F
Postn
Pkcd
Ryk
Usf2
IGFBP-r10
Ltpb2
Glis1
Glis3
Ecsit
AK012215.1
AW488953.1
MyoD

<

wnwn
S
<

DZIZ00N0N0D0NZIZNDNZND0ND0NDNDNINZZNDNnnNnnmnnn

79



4.4 Clonagem de hBMP2 e hBMP7.
4.4.1 Amplificacao de hBMP2 e hBMP7 para clonagem no vetor

PENTR2B.

Com o objetivo de se obter a seqiéncia codificante para hBMP2 e
hBMP7, foram feitas reagcdes de PCR utilizando diversos cDNAs humanos, utilizando
os “primers” BMP2F e BMP2R para hBMP2 e para hBMP7 os “primers” JCF7 e
BMP7R. Com esta estratégia, como pode ser observado na Figura 17, foi obtida a
amplificagcao especifica para hBMP2 gerando a banda esperada de 1.283 pb, a partir
de cDNA de utero (linhagem HelLa) e de glioblastoma (linhagem T98G) e para
hBMP7 obteve-se a banda esperada de 1.343 pb, a partir de cDNA de prostata
(linhagem DU145). Na Figura 18, se mostram os cDNAs amplificados que foram
purificados e fosforilados para serem clonados no vetor pENTR2B. Para hBMP2, foi
utilizado o cDNA de Utero para esta amplificacdo, pois a amplificacdo foi mais forte

com este tecido, conforme pode ser visto na Figura 17.
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1.343 pb L

prostata

1.283 pb

P T98G utero hBMP2

Figura 17. Reacao de PCR para amplificar hBMP2 e hBMP7 a partir dos cDNAs obtidos
de: linfocitos B, Utero, pulméo, célon, pescogo, osteosarcoma, melanoma, bexiga, prostata,
Xeroderma pigmentosum, T98G (glioblastoma), A172 (glioblastoma), osteoblastos (hFOB),
mama. A parte inferior corresponde a reacdo de PCR para amplificacdo de hBMP2 e a
superior para hBMP7. Os cDNAs onde foi possivel a amplificacdo destas hBMPs estao
assinalados e sublinhados. P: Marcador de peso molecular de DNA.

B2 B7 hBMP2 hBMP7 P

Figura 18. Reacao de PCR para amplificar hBMP2 e hBMP7 a partir de cDNA de utero e
prostata respectivamente. B2 e B7: controle negativo da reacdo. P: Marcador de peso
molecular de DNA.
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4.4.2 Clonagem de hBMP2 e hBMP7 no vetor pENTR2B.

Os cDNAs ligados ao vetor pENTR2B foram inseridos em bactérias E.
coliDH10B . As colénias obtidas foram analisadas por PCR de colénia.

A reagao de PCR foi feita com os “primers” Attb1 e Attb2, conforme descrito
em Materiais e Métodos. Foram obtidas 3 colbnias positivas para cada caso, que
apresentaram a amplificacdo esperada. Na Figura 19, observam-se as bandas de
1.310pb e 1.370pb, que correspondem a hBMP2 e hBMP7 respectivamente, o que
demonstra, claramente, que ambos cDNAs foram clonados satisfatoriamente no
vetor de clonagem pENTR2B. Posteriormente, estes plasmideos foram

sequienciados confirmando a identidade de ambos cDNAs.

Y Y
PENTR2B-hBMP7 PENTR2B-hBMP2

Figura 19. Reacdao de PCR dos plasmideos isolados a partir das colonias positivas
para a ligacao pENTR2B-hBMP2 (colonias 7, 9 e 20) e para a ligacao pENTR2B-hBMP7
(colonias 54, 57 e 58). A reacdo foi feita conforme descrito em Materiais e Métodos. B:
controle negativo da reacao, P: Marcador de peso molecular de DNA.
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4.4.3 Subclonagem de rhBMP2 e rhBMP?7.
4.4.3.1 Amplificacao de hBMP2 e hBMP7 para subclonagem no vetor
pCMV-IRES-EGFP.

O vetor pENTR2B é simplesmente um vetor de clonagem, nao
permitindo a expressdao de ambas hBMPs. Portanto, foi feita uma nova amplificagao
dos cDNAS correspondentes a hBMP2 e hBMP7, para que estas duas seqléncias
fossem subclonadas no vetor de expressdao pCMV-IRES-EGFP. Uma caracteristica
deste plasmideo € que contém a sequéncia IRES-EGFP situada apds o gene
clonado (neste caso hBMP2 ou hBMP7), o que permite a expressdao do gene de
interesse e também de EGFP.

Para amplificar o cDNA de hBMP2, previamente clonado no vetor pENTR2B,
utilizou-se o par de “primers” 2Xba e 2Bam, onde cada um apresenta o sitio de
reconhecimento para a enzima de restricdo Xbal e BamHI nas suas extremidades,
respectivamente, para, logo ap6s a amplificacdo, este ser digerido para sua
subclonagem no vetor pCMV-IRES-EGFP, o qual havia sido digerido com as
mesmas enzimas. Para amplificar a seqUéncia codificante de hBMP7, também
clonada no vetor pENTR2B, utilizou-se o0 mesmo principio de subclonagem, com
excecao que foram usados os “primers” 7Xba e 7Bam. Como se pode observar na
Figura 20, os produtos de amplificacao obtidos para hBMP2 e hBMP7, apresentaram
os tamanhos esperados de 1.213pb e 1.318pb, respectivamente. Na segunda
canaleta da mesma figura, pode-se observar uma banda de 8,0 kpb, que

corresponde ao vetor pPCMV-IRES-EGFP digerido com Xbal e BamHI.
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Figura 20. Amplificacao dos cDNAs correspondentes a hBMP2 e hBMP7 e digestao do
vetor pCMV-IRES-EGFP. As reacoes de PCR e de digestdo com enzimas de restricao
foram feitas conforme descrito em Materiais e Métodos. P padrdo de peso molecular de
DNA. 2: vetor pCMV-IRES-EGFP digerido com Xbal/BamHI, de 8.0kpb. 3: produto de
amplificagdo para hBMP2, de 1.213 pb. 4: produto de amplificacdo para hBMP7, de 1.318
pb.

4.4.3.2 Identificacao dos clones positivos pCMV-hBMP2-IRES-EGFP
e pCMV-hBMP7-IRES-EGFP através de PCR e seqlienciamento

de DNA.
Uma vez amplificados os fragmentos correspondentes aos cDNAs
de hBMP2 e hBMP7, os mesmos foram ligados ao vetor pCMV-IRES-EGFP, e a
reacdo de ligacdo foi utilizada para transformar bactérias E. coli XLB1 por
eletroporacao. As colbnias positivas foram identificadas através de PCR, conforme
descrito em Materiais e Métodos. As possiveis colénias pCMV-hBMP2-IRES-EGFP,
obtidas da reacao de ligacao foram identificadas com os “primers” 21470R e
pLPCXF, obtendo-se 4 colénias com o produto de amplificacao esperado de 747pb,
como pode ser observado na Figura 21. Nas colénias pCMV-hBMP7-IRES-EGFP,
utilizou-se os “primers” 7680R e pLPCXF, obtendo-se 14 colbnias positivas, cujo

produto de amplificacdo foi de 670pb (Figura 22). Posteriormente, as col6nias
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bacterianas que apresentaram uma intensidade maior na amplificacdo, foram
crescidas para purificar seu DNA plasmideal, e a reagdo de PCR foi novamente feita
nestes plasmideos para comprovar a identidade de cada colénia. Estes plasmideos
foram sequenciados, demonstrando a identidade correta de cada cDNA.
Posteriormente, foi purificado DNA plasmideal em escala média, para realizar
transfeccbes estaveis em células HEK293T, visando a produgdo da respectiva

proteina recombinante.
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pb

747

747

Figura 21. Identificacao de clones pCMV-hBMP2-IRES-EGFP através de PCR. A reacao
de PCR foi feita conforme descrito em Materiais e Métodos. O produto de amplificagao
esperado € de 747pb. P: Padrdo de peso molecular de DNA, B: controle negativo do PCR
(sem “template”), 3, 15, 18 e 25 : clones pCMV-hBMP2-IRES-EGFP.

pb

670

Figura 22. Identificacao de clones pCMV-hBMP7-IRES-EGFP através de PCR. A reagao
de PCR foi feita conforme descrito em Materiais e Métodos. O produto de amplificagao
esperado € de 670pb. P: Padrdo de peso molecular de DNA. B Controle negativo PCR.
Colénias 23456 7 11 13 15 16 17 19 21: possiveis clones bacterianos recombinantes
pCMV-hBMP7-IRES-EGFP.
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4.5 Andlise da expressao de rhBMP2 e rhBMP7 na transfeccao transitoria de
células HEK293T com pCMV-IRES-EGFP, pCMV-IRES-EGFP-hBMP2 e
pCMV-hBMP7-IRES-EGFP.

Apos 48h da transfecgao, tanto as células como também o meio de cultura
foram coletados, como se descreve em Materiais € Métodos. A analise de expressao
foi feita utilizando-se “Western Blot” dos lisados celulares e de proteina precipitada
do meio de cultura, de cada condicdo. Foram aplicadas 100ug de proteina total em
cada caso no gel de poliacrilamida. No caso da analise da expressao de rhBMP2,
néo foi possivel detectar sinal da proteina, até o momento. Nao esta clara a razdo
deste resultado pois o cDNA foi sequenciado confirmando sua identidade e, por
outro lado, o anticorpo funciona satisfatoriamente.

Como pode ser visto na Figura 23, nas células transfectadas com pCMV-
hBMP7-IRES-EGFP, foi possivel detectar a expressdo da proteina tanto no lisado
celular, com 3 bandas de aproximadamente 100, 67 e 34kDa, como no meio de
cultura, onde so6 foi detectada a banda de 34kDa. A presenca destas bandas nao foi
registrada no controle negativo (pCMV-IRES-EGFP), indicando a especificidade da
expressao de rhBMP7. A banda de aproximadamente 100-110kDa corresponde a
molécula precursora de rhBMP7 dimerizada (duas moléculas de ao redor de 50-
55kDa ligadas por uma ponte dissulfeto intermolecular), enquanto que a banda de
67-75kDa representa um estado intermediario no processamento (uma banda de 50-
55kDa ligada através da mesma ponte com uma molécula de aproximadamente 17-
20kDa ja clivada) e, por ultimo, a banda de aproximadamente 34-40kDa (duas
moléculas de aproximadamente 17-20kDa ligadas pela ponte dissulfeto), que € a
molécula final do processamento, a qual é secretada pela célula e tem atividade

biol6gica. Uma observagdo importante € que a banda correspondente a proteina
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secretada para o meio de cultura apresenta uma intensidade maior do sinal, quando
comparada com a intensidade da banda correspondente ao lisado celular, o que
implica que a proteina funcional esta sendo secretada eficientemente pelas células,
concentrando-se principalmente fora destas. E importante assinalar que o anticorpo
utilizado reconhece, especificamente, a regido da proteina que contem a ponte
dissulfeto, que forma o homodimero em cada caso (~ 110, 67 e 34kDa), sendo que 0
sinal € perdido quando as amostras de proteinas aplicadas ao gel contém um agente

redutor como B-mercaptoetanol.

kDa

100-110 < v

67-75 <

34-40 < .

1+ 1- 2+ 2- 3- 3+ 4- 4+
LISADOS MEIO CULTURA

Figura 23. Andlise da expressao de rhBMP7 nas células HEK293T transfectadas
transitoriamente com pCMV-IRES-EGFP e pCMV-hBMP7-IRES-EGFP. O “Western blot”
foi feito conforme detalhado em Materiais e Métodos. 1 e 2: lisados das células
transfectadas com pCMV-IRES-EGFP e pCMV-hBMP7-IRES-EGFP, respectivamente. 3 e 4:
proteinas precipitadas do meio de cultura das células transfectadas com pCMV-IRES-EGFP
e pCMV-hBMP7-IRES-EGFP, respectivamente. - amostra sem p-mercaptoetanol e +
amostra com -mercaptoetanol.
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4.6 Transfeccao estavel de células HEK293T com pCMV-IRES-EGFP, pCMV-
hBMP2- IRES-EFGP e pCMV-hBMP7-IRES-EFGP.

Em Materiais e Métodos, foi mencionado que as células HEK293T foram co-
transfectadas estavelmente com pCMV-hIRES-EFGP + pTK-Hyg, pCMV-hBMP2-
IRES-EFGP + pTK-Hyg, e pPCMV-hBMP7-IRES-EFGP + pTK-Hyg. O vetor pTK-Hyg
€ utilizado para gerar células resistentes ao antibiotico higromicina, uma vez que
este vetor contém um gene de resisténcia, que codifica uma enzima que modifica
este antibidtico, eliminando seu efeito na célula. Este vetor foi introduzido nas
células HEK293T numa proporgéao de 1:20 em relagdo ao vetor contendo o gene de
interesse (0,3ug:6ug) em cada caso. Assim, com a pressao seletiva, através da
presenca de higromicina no meio de cultura, os clones celulares resistentes a este
antibiético deveriam expressar o gene de interesse, neste caso rhBMP2 e rhBMP7.
Na Figura 24, mostram-se um dos diversos clones estaveis isolados para cada caso
(PCMV-hIRES-EFGP + pTK-Hyg, pCMV-hBMP2-IRES-EFGP + pTK-Hyg e pCMV-
hBMP7-IRES-EFGP + pTK-Hyg). Além destes clones serem resistentes a
higromicina, como pode ser visto na figura, eles sdo capazes de expressar a
proteina EGFP, a qual é detectada através de microscopia de fluorescéncia, o que,
possivelmente, também implicaria a expressdo das rhBMPs nestas células, pois a
orientacao do mRNA que sera traduzido, € hBMP2 ou hBMP7-IRES-EGFP. No caso
dos clones pCMV- hBMP7-IRES-EFGP + pTK-Hyg, existe uma maior probabilidade
de expressao, devido ao fato que o resultado do “Western blot” da transfeccao
transitéria de células HEK293T com pCMV-hBMP7-IRES-EFGP demonstrou a
presenca de rhBMP7 no lisado celular assim como no meio de cultura das células

(Figura 23).
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Contraste de Fase Fluorescéncia

Figura 24. Clones estaveis de células HEK293T co-transfectadas com pCMV-IRES-
EGFP + pTK-Hyg, pPCMV-hBMP2-IRES-EGFP + pTK-Hyg, e pCMV-hBMP7-IRES-EGFP +
pTK-Hyg. A selecdo de células HEK293T resistentes a higromicina é detalhada em
Materiais e Métodos. O mesmo campo foi visualizado através de microscopia de fase e
fluorescéncia, correspondendo a um de diversos clones celulares obtidos em cada caso. A e
B: clone de células HEK293T transfectadas com pCMV-IRES-EFGP + pTK-Hyg. C e D:
clone de células HEK293T transfectadas com pCMV-hBMP2-IRES-EGFP + pTK-Hyg. E e F:
clone estavel de células HEK293T transfectadas com pCMV-hBMP7-IRES-EGFP + pTK-
Hyg. Aumento 40X.
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4.7 Andlise da expressdao ao nivel de proteina dos clones estaveis pCMV-
hBMP7-IRES-EGFP.

A expressao de rhBMP7 dos clones gerados a partir da transfeccao estavel de
células HEK293T foi analisada através de “Western blot” conforme descrito em
Materiais e Métodos. Para esta analise, utilizaram-se amostras correspondentes as
proteinas presentes no meio de cultura, ou seja proteinas secretadas pelas células.
Na Figura 25, é possivel apreciar que dos 10 clones celulares analisados, 9
apresentam a banda de aproximadamente 34-40kDa que corresponde a rhBMP7,

onde aparentemente os clones 1, 4, 5, 8 e 12 exibem uma maior expressao.

P 34-40kDa

= 1 20 3.4 S5FHOEEBESI0 11 12

Figura 25. Expressao de rhBMP7 presente no meio de cultura dos clones de células
293TpCMV-hBMP7-IRES-EGFP. O “Western blot” foi feito conforme detalhado em Materiais
e Métodos. — corresponde ao controle negativo, ou seja, um clone 293TpCMV-IRES-EGFP
(vetor vazio) e 1, 2, 3, 4, 5, 6, 8, 10, 11, 12 correspondem aos clones estaveis de células
pCMV-hBMP7-IRES-EGFP.
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4.8 Purificacao de rhBMP7 do meio de cultura do clone estavel de células

293TpCMV-hBMP7-IRES-EGFP N°12.

Com o objetivo de se ter maior seguranca em relacdo a expressao de
rhBMP7 em células HEK293T, foi realizada uma purificacdo do meio condicionado
destas células, utilizando uma coluna de troca ibnica, conforme descrito em
Materiais e Métodos. Foi utilizado o clone nimero 12, pois se observa uma maior
expresséo de rhBMP7 neste clone através de ensaios de “Western blot”. A Figura
26A corresponde a um gel de poliacrilamida 12% corado com prata mostrando as
diferentes fracdes obtidas como produto da purificagdo. Observa-se que a banda de
aproximadamente 34-40kDa comeca a aparecer claramente no gel a partir da fragao
2 (F2) até a fragcdo 5 (F5) quando o tampéao utilizado contém 300mM NaCl.
Posteriormente, estas fragdes F2 a F5 foram misturadas e concentradas para serem
analisadas novamente através de SDS PAGE 12%. A idéia para este novo gel foi a
de aplicar nele uma parte da amostra com tampado de amostra sem -
mercaptoetanol (oxidada) e outra parte com tampao contendo esta substancia
(reduzida). Na Figura 26B, é possivel observar que quando a amostra esta oxidada
(O) existe uma banda de tamanho entre 34-40kDa que corresponde a rhBMP7
dimerizada, lembrando que a dimerizacdo é devida a uma ponte dissulfeto
intermolecular. Esta banda desaparece completamente quando a amostra esta
reduzida, pois a ponte é quebrada pelo tratamento com um agente redutor e desta
forma aparece outra banda de 17-20kDa que corresponde aos mondémeros de
rhBMP7. Por dltimo a Figura 26C, mostra o “Western blot” realizado em paralelo ao
gel mostrado em B. O sinal positivo aparece unicamente quando a amostra esta
oxidada (dimeros) e ndo quando esta reduzida (mon6meros), uma vez que 0O

anticorpo reconhece somente a proteina rhBMP7 dimerizada. Estes ensaios
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permitem ter certeza que a proteina expressa pelo clone de células 293TpCMV-

hBMP7-IRES-EGFP N°12 é rhBMP7.

' P>34-40kDa

e
ACFTP L1 L2 L3 L4L5 F1 F2 F3 F4 F5 F1 F2 F3 F4 F5
50mM 100mM 300mM
B C (o) R
kDa
34-40

(Dimarn)

P 34-40kDa

17-20
(Monoémeros)

Figura 26. Purificacao de rhBMP7 do meio de cultura do clone transfectante estavel
293TpCMV-hBMP7-IRES-EGFP N“12. A purificagdo de rhBMP7 foi feita conforme
detalhado em Materiais e Métodos. A) gel de poliacrilamida 12% corado com prata, contedo
as diferentes fragdes obtidas apds a purificacdo. AC: Amostra antes de passar pela coluna,
FT: Amostra que passou pela coluna, P: Padrdo de peso molecuar, L1-L5: fracbes que
correspondem as lavagens da coluna com tampao contendo 50mM NaCl, F1-F5: fragdes
que correspondem as eluicdbes com tampao contendo 100 e 300mM respectivamente. B)
Gel de poliacrilamida 12% corado com prata onde foram aplicadas as fragdes eluidas com o
tampé&o que contem 300mM NaCl. O: amostra oxidada que ndo contém 3-mercaptoetanol no
tampao de amostra e R: amostra reduzida que contém B-mercaptoetanol. C) “Western blot”
do gel mostrado em B).

93



4.9 Osteodiferenciacao “in vitro” e “in vivo” utilizando o meio de cultura das
células 293TpCMV-hBMP7-IRES-EGFP N°12.

4.9.1 Osteodiferenciacao “in vitro”.

4.9.1.1 Analise da expressao de Osx por qPCR.

Conforme mostrado anteriormente, foi possivel gerar varios clones
estaveis apos a transfeccao de células HEK293T com o vetor pCMV-hBMP7-IRES-
EGFP, com a capacidade de expressar rhBMP7. Além disso, utilizando um dos
clones, a proteina presente no meio de cultura deste, foi purificada através de
cromatografia de troca ibnica e identificada como sendo rhBMP7. No entanto,
detectar a proteina através destas técnicas ndo significa que esta possua atividade
biologica. Para garantir que a rhBMP7 produzida tem funcionalidade, os meios
condicionados (MCs) dos clones 293TpCMV-hBMP7-IRES-EGFP N©°12 e
293TpCMV-IRES-EGFP (vetor vazio) foram coletados para serem utilizados no
ensaio de osteodiferenciacdo de células C2C12, conforme descrito em Materiais e
Métodos. Um primeiro ensaio funcional destes MCs, foi a andlise da expressao
diferencial utilizando qPCR. Para isto, foi escolhido o gene Osx, que mostrou a maior
expressao relativa nos ensaios de gPCR das células C2C12 tratadas com rhBMP2 e
rhBMP7 comerciais. Como pode ser observado na Figura 27, existe um aumento na
expressao de Osx nas células tratadas com o MC das células 293TpCMV-hBMP7-
IRES-EGFP N°12 em comparacao ao tratamento com o MC das células 293TpCMV-
IRES-EGFP. Comparando as Figuras 12 e 27, é evidente que o perfil de expressao
do gene Osx nas células C2C12, induzido por rhBMP7 presente no meio de cultura
das células HEK293T, € muito similar ao obtido quando utilizou-se a proteina

comercial, indicando que a rhBMP7 produzida em nosso laborat6rio apresenta a
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mesma capacidade de induzir a expressdao de Osx em células C2C12, da mesma

forma que rhBMP2 e rhBMP7 comerciais.
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Figura 27. Analise da expressdo do gene Osx apés tratamento das células C2C12 com
0 meio condicionado (MC) das células 293TpCMV-hBMP7-IRES-EGFP N°12. Andlise
realizada através de gPCR utilizando os cDNAs correspondentes aos periodos de tempo 0,
4, 8, 12 e 24h apos tratamento. Foram realizados 3 experimentos em duplicata para cada
amostra, e os resultados foram normalizados pelo programa Genorm. Os asteriscos
referem-se a significancia estatistica (“Two-Way” ANOVA, teste Bonferroni) entre o controle
e o0 as células C2C12 tratadas com MC das células 293TpCMV-hBMP7-IRES-EGFP N°12
(***p<0,001).

4.9.1.2 Mudang¢as morfoldgicas das células C2C12.

Seguindo com o0s ensaios que permitem assegurar que a rhBMP7
produzida pelas células 293TpCMV-hBMP7-IRES-EGFP N°12 possui as mesmas
propriedades que a proteina comercial, foi realizado um ensaio que permite
visualizar as diferencas morfoldégicas durante a osteodiferenciacdo, apoés o
tratamento de células C2C12 com o MC de 293TpCMV-hBMP7-IRES-EGFP N°12. O
experimento é detalhado em Materiais e Métodos. Como pode ser observado na
Figura 28, ap6s 8 dias de tratamento, as células C2C12 tratadas com MC das

células 293TpCMV-IRES-EGFP (controle negativo) diferenciaram em mioblastos,
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sendo evidente a presenga de miotubos que sdo caracteristicos deste tipo de célula.
A mesma figura mostra que quando as células C2C12 foram tratadas com MC das
células 293TpCMV-hBMP7-IRES-EGFP N°12, o tratamento foi capaz de inibir sua
diferenciacdo para célula muscular, e induzir uma morfologia muito similar a
osteoblasto. Este ensaio demonstra que a proteina rhBMP7 secretada pelo clone
293TpCMV-hBMP7-IRES-EGFP N°12, tem a capacidade de induzir diferenciacao
osteoblastica “in vitro”. Embora a Figura 28 mostre resultados do 8° dia do
tratamento, estas diferengas morfolégicas foram notadas a partir do 4° dia do

tratamento.

Figura 28. Analise funcional do meio condicionado (MC) das células 293TpCMV-
hBMP7-IRES-EGFP N°12 utilizando o modelo de diferenciacao osteoblastica de
células C2C12. O ensaio é detalhado em Materiais e Métodos. A figura mostra as culturas
visualizadas através de microscopia éptica no 8° dia do tratamento. A: culturas tratadas com
MC controle (de células 293TpCMV-IRES-EGFP) e B culturas tratadas com o MC das
células que expressam rhBMP7 (293T pCMV-hBMP7-IRES-EGFP N°12). O experimento é
representativo de 3 experimentos independentes.
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4.9.1.3 Coloracao com Vermelho de Alizarina.

O ensaio mostrado acima €& uma boa evidéncia morfolégica da
osteodiferenciacdo induzida por rhBMP7 produzida pelas células 293TpCMV-
hBMP7-IRES-EGFP N°12. No entanto, um ensaio que permite assegurar a
propriedade osteoindutora desta proteina é a coloragcdo com Vermelho de Alizarina,
um corante que se liga, especificamente, a Ca®* presente em matrizes extracelulares
secretadas por osteoblastos. As células C2C12 foram tratadas com os MCs das
células 293TpCMV-IRES-EGFP e 293TpCMV-hBMP7-IRES-EGFP N°12 da mesma
forma que na secdo anterior. Apés 14 dias de tratamento, como pode ser visto na
Figura 29, o corante esta ligado, especificamente, nas células C2C12 tratadas com
MC das células 293TpCMV-hBMP7-IRES-EGFP N°12 e ndo nas células C2C12
tratadas com MC do controle. Portanto, este ensaio ratifica a capacidade de rhBMP7
presente no MC do clone 293TpCMV-hBMP7-IRES-EGFP N°12 de induzir

osteodiferenciagao nas células C2C12.

Figura 29. Ensaio de Coloracdao com Vermelho de Alizarina durante a diferenciacao
osteoblastica de células C2C12 induzida com o meio condicionado (MC) de
293TpCMV-hBMP7-IRES-EGFP N°12 . O ensaio é detalhado em Materiais e Métodos. A
figura mostra as culturas visualizadas através de microscopia Optica no 14¢ dia do
tratamento. A: culturas tratadas com meio condicionado do controle negativo (MC de
293TpCMV-IRES-EGFP); B: culturas tratadas com MC das células que expressam rhBMP7
(293TpCMV-hBMP7-IRES-EGFP N°12). O experimento é representativo de 3 experimentos
independentes.
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4.9.1.4 Ensaio de atividade de fosfatase alcalina das células C2C12.

Este ensaio foi feito da mesma maneira citada na seccao 4.1.2.2, com a
diferenga que, neste caso, as células foram incubadas com o MC de 293TpCMV-
IRES-EGFP e 293TpCMV-hBMP7-IRES-EGFP N°12 ao invés de rhBMPs
comerciais. Como mostra a Figura 30, a atividade da enzima comega a aumentar
significativamente ap6s 2 dias e vai aumentando progressivamente até 17 dias,
indicando a osteodiferenciacdo produzida por rhBMP7 presente no MC do clone
293TpCMV-hBMP7-IRES-EGFP N°12. Note-se que o grafico obtido & muito
semelhante aquele mostrado na Figura 8, na qual foram utilizadas rhBMP2 e
rhBMP7 comerciais para o ensaio de atividade. Através deste tipo de ensaio,
utilizando concentragées conhecidas de rhBMP7 comercial, foi possivel estimar a
concentracdo de rhBMP7 produzida por 293TpCMV-hBMP7-IRES-EGFP N°12 que &

de aproximadamente, 234ng/ml £ 25,6.
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Figura 30. Atividade de Fosfatase Alcalina das células C2C12 tratadas com o meio
condicionado (MC) das células 293TpCMV-hBMP7-IRES-EGFP N°12. O ensaio foi feito
conforme descrito em Materiais e Métodos. O grafico mostra a atividade da enzima (nmol
pNF/min/mg proteina) durante a osteodiferenciacdo das células C2C12 induzida por rhBMP7
presente no MC das células pCMV-hBMP7-IRES-EGFP N°12. Este resultado é
representativo de 3 experimentos diferentes.
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4.9.2 Osteodiferenciacao “in vivo”.

Os resultados mostrados acima demonstraram a capacidade do MC das
células que expressam rhBMP7 de induzir diferenciacao osteoblastica das células
C2C12. Estes resultados representam uma analise “in vitro”, portanto, foi desenhado
um experimento, descrito em Materiais e Métodos, com o propésito de se investigar
se rhBMP7 presente no meio de cultura das células 293TpCMV-hBMP7-IRES-EGFP
N°12 poderia induzir osteodiferenciagdo com a formacao 6ssea “in vivo”. A Figura 31
mostra os resultados de um camundongo, de um total de quatro, que recebeu
implantes contendo 1mg de proteina total presente tanto no MC das células
293TpCMV-IRES-EGFP (controle) como das células 293TpCMV-hBMP7-IRES-
EGFP N°12, ap6s 3 semanas de tratamento. Na parte A, que mostra o animal antes
de ser sacrificado, pode-se observar, no lado esquerdo, que contém o implante com
as proteinas presentes no MC das células expressando rhBMP7, uma grande massa
de tecido, em comparagdo ao lado direito que contém apenas o implante com as
proteinas presentes no MC das células que nao expressam rhBMP7. A parte B da
Figura 31, mostra o lado esquerdo do animal aberto apdés o sacrificio, onde é
possivel apreciar a formacao de um tecido compacto e irrigado formado ao redor do
implante. E importante assinalar, que neste tecido, foi possivel constatar que sua
aparéncia e dureza sao muito similares aquelas encontradas no tecido ésseo. Em
contraste, no lado direito do animal, representado na parte C da figura, é possivel
verificar que nao ocorreu formacdo de qualquer tipo de tecido no implante,
observando-se apenas o implante da mesma forma como quando foi colocado no
camundongo.

Finalmente, as partes D e E da Figura 31, correspondem aos implantes

retirados do camundongo que contém proteinas com rhBMP7 e nao contém
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rhBMP7, respectivamente. Novamente, observam-se as diferengas, sendo que em
D, se observa uma massa vascularizada de tipo éssea, enquanto que em E, se
observa unicamente o implante sem nenhum tipo de massa ou tecido. Estes
resultados mostram que rhBMP7 presente no MC das células 293TpCMV-hBMP7-

IRES-EGFP N°12 é capaz de induzir formagao ectdpica de osso.
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Figura 31. Osteodiferenciacdo “in vivo” utilizando o meio condicionado (MC) das
células 293TpCMV-hBMP7-IRES-EGFP N°12. Implantes contendo 1mg de proteina total
presente no MC das células 293TpCMV-IRES-EGFP e 293TpCMV-hBMP7-IRES-EGFP
N°12 foram introduzidos no subcuténeo de camundongos nude BALB/c, conforme detalhado
em Materiais e Métodos. A: animal antes de ser sacrificado, B: animal apés sacrificio,
mostrando o implante colocado no lado esquerdo mais 1mg de proteina total do meio das
células 293TpCMV-hBMP7-IRES-EGFP N°12; C: animal apds sacrificio, com implante
colocado no lado direito mais 1mg de proteina total do MC das células 293TpCMV-IRES-
EGFP, D e E: implantes retirados do lado esquerdo e direito respectivamente. A figura
mostra um animal de um total de quatro, que apresentaram caracteristicas muito similares.
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5. DISCUSSAO.

5.1 C2C12 como modelo de diferenciacao osteoblastica.

Em Resultados, mostrou-se que quando células de cordao umbilical humano
(cultura primaria) sao tratadas com rhBMP2 ou rhBMP7, elas se diferenciaram em
células com caracteristicas morfolégicas muito similares com as presentes em
osteoblastos diferenciados (Figuras 5 e 6). Este resultado demonstrou que,
provavelmente, existem células mesenquimais nestas culturas que séo alvos de
rhBMPs, pois, é conhecido que osteoblastos tém origem mesenquimal (Huang, Yang
et al., 2007). Isto gerou, nesse momento, um grande interesse em analisar as
mudangas ao nivel transcricional durante a osteodiferenciagdo induzida por rhBMPs
nestas células, por tratar-se de um modelo de osteodiferenciagdo humano.
Infelizmente, ndo foi possivel reproduzir estes resultados, mesmo utilizando-se
diversas fontes de células mesenquimais humanas como: células de gordura, de
medula, e as ja comentadas células de corddo umbilical. As causas da falta de
reprodutibilidade deste experimento com células humanas ndo sdo muito claras, mas
poderiam dever-se a mudangas durante a cultura das células, com uma diminuigao
das células mesenquimais, ou a alguma alteragdo na expressao dos receptores que
se ligam as BMPs ou a algum tipo de inibicao desta ligacao.

Devido a este inconveniente e com o objetivo de estabelecer um modelo
valido de estudo que permitisse identificar os genes expressos durante a
diferenciacado osteoblastica induzida por rhBMP2 e rhBMP7, foi adotada a linhagem
murina C2C12. Estas células se diferenciam rapidamente em mioblastos, formando
miotubos e produzindo proteinas que se encontram no musculo. O tratamento
destas células com BMP2 ou BMP7 inibe sua diferenciagdo em células musculares,

favorecendo a osteodiferenciagdo, que se manifesta com aumento da atividade de
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fosfatase alcalina e producdo de osteocalcina, caracteristicas proprias de
osteoblastos, enquanto que o nivel de MyoD e myogenin, importantes na
diferenciacao muscular, diminui bastante (Katagiri, Yamaguchi et al., 1994).

Células C2C12 foram tratadas com rhBMP2 e rhBMP7 comerciais para confirmar
experimentalmente que sdo capazes de se diferenciar em osteoblastos apds o
tratamento com rhBMPs. Nossos dados (Figura 16), revelaram que a expressao de
MyoD, foi reprimida durante o tratamento, como previamente descrito, confirmando-
se, assim, que BMPs regulam negativamente a transcrigcao deste fator de transcricdo
miogénico.

Paralelamente, as diferencas morfoldgicas, observadas na Figura 7, apés 4
dias de tratamento e o resultado do ensaio de atividade da fosfatase alcalina (Figura
8), confirmaram que o modelo C2C12 é valido para ser utilizado na busca dos genes
diferencialmente expressos devido ao tratamento destas células com rhBMP2 e

rhBMP7.

5.2 Analise dos genes diferencialmente expressos durante a
osteodiferenciacao de células C2C12 induzida por rhrBMP2 e rhrBMP?7.

Os resultados obtidos dos microarranjos de DNA representam somente um
periodo de tempo de tratamento, que corresponde as 12h. A escolha deste periodo
se deve ao fato que, entre 8 e 16h de tratamento, utilizando-se a linhagem C2C12,
se encontrariam, majoritariamente os genes que comprometeriam estas células a se
diferenciarem em osteoblastos (Balint, Lapointe et al., 2003). Um ponto que deve ser
comentado € que a analise através de microarranjos de DNA representa somente
um experimento, que foi o primeiro a ser realizado. Este experimento passou

adequadamente pelos standards de qualidade do fabricante. Inicialmente, a idéia era
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a de realizar uma duplicata para identificar os genes diferencialmente expressos
através de microarranjos. Uma segunda hibridizacdo foi feita com o mesmo
protocolo que a primeira, mas, infelizmente algum problema ocorreu durante o
experimento, gerando resultados ndo confiaveis. O principal inconveniente foi que os
microarranjos tém “spots” que nao contém amostra, ndo devendo, portanto,
apresentar qualquer tipo de sinal. No entanto, estes “spots” apresentaram fortes
sinais no segundo experimento . Portanto, este “background” ndo permite confiar nos
resultados obtidos. Além disso, nao foi possivel normalizar os dados e, logicamente,
foi impossivel uni-los com os resultados do primeiro experimento. Desta forma, as
analises posteriores dos resultados representam os dados obtidos da primeira
hibridizagao.

Como foi mostrado em Resultados, os genes candidatos sao aqueles que foram
ativados e reprimidos tanto pelo tratamento das células C2C12 com rhBMP2 como
com rhBMP7. O valor de corte foi 2,5 vezes mais ou menos expressos. Este valor foi
escolhido devido ao fato que um gene importantissimo em osteodiferenciagéo, o
gene Runx2 (Hassan, Tare et al., 2006) apresentou um “fold change” de 2,939 e
3,165 ap6s o tratamento das células C2C12 com rhBMP2 e rhBMP?7,
respectivamente. Desta forma, foi possivel filtrar os dados levando em conta uma
expressao proxima a Runx2 (Tabela 5). O interesse principal foi selecionar os genes
ativados que se relacionassem, principalmente, com desenvolvimento, regulacdo da
transcricao, diferenciacao osteoblastica, formacao/remodelacao 6ssea e transdugao
de sinais que possam ser importantes em osteodiferenciacdo. Evidentemente, tanto
rhBMP2 como rhBMP7, ativaram muitos genes além dos envolvidos em
osteogénese, devido ao fato destas proteinas serem muito importantes na formagéao

de diversos tecidos. No caso de rhBMP7, por exemplo, foi possivel verificar, no
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resultado do microarranjo de DNA, a expressdao aumentada de muitos genes
importantes no desenvolvimento de olho e rim. Isto reafirma o fato desta proteina
participar na formacao destes érgaos (Patel e Dressler, 2005). Ainda que existam
resultados muito interessantes fora do contexto da formagdo 6ssea, 0 interesse
deste estudo, como ja comentado, € a identificacdo dos genes que participam em
processos celulares relacionados a osteogénese.

Continuando, assim, com a analise, os genes selecionados a partir dos
microarranjos foram classificados de acordo com sua fungéo: 17 genes envolvidos
em transcricdo, 6 que participam em vias de sinalizagdo, 8 genes que representam
proteinas secretadas com diversas fungdes e duas sequéncias que codificariam
proteinas hipotéticas de fungdo desconhecida. A expressédo diferencial destes

possiveis candidatos, foi analisada através de gPCR, que sera discutido a seguir.

5.3 Genes confirmados por qPCR e sua relacao com osteodiferenciacao e
formacao ossea.

Apoés a selecdo dos genes candidatos regulados pelo tratamento das células
C2C12 com rhBMPs, estes foram submetidos a confirmacao utilizando gPCR. Neste
sentido, € importante assinalar que esta andlise foi realizada em periodos de tempo
de tratamento adicionais (0, 4, 8 e 24h pds-tratamento) além do periodo de tempo
estudado no microarranjo de DNA (12h pés-tratamento). Além disso, como foi
mencionado anteriormente, os RNAs dos distintos periodos de tempo utilizados
neste estudo representam um primeiro experimento (I), onde os resultados dos
microarranjos foram validos, e uma replicata biolégica (Il), na qual os resultados
obtidos na segunda hibridizagdo n&do puderam ser levados em conta, devido a(s)

falha(s) experimental(s), ja comentadas. Mesmo assim, estes RNAs foram utilizados
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para sintetizar os respectivos cDNAs (ll) e, assim, analisar a expressdo dos genes
selecionados através de outra técnica, como o gPCR, comparando os resultados
com aqueles obtidos a partir da analise com os cDNAs (l) que representam o
primeiro experimento, e, assim, confirmar os genes diferencialmente expressos nas
células C2C12 devido ao tratamento com rhBMP2 e rhBMP7 comerciais. A
importancia dos genes confirmados através de qPCR é discutida a seguir, sendo que
compreendem quatro categorias: transcricdo, sinalizacdo celular, proteinas

associadas a matriz extracelular e outras proteinas.

5.3.1 Fatores de transcricdo e proteinas relacionadas.

Como é conhecido, a maioria dos diversos processos que acontecem nas
células, esta relacionada com a regulagdo transcricional dos genes que sao
importantes em tais processos e, obviamente a diferenciagcdo osteoblastica nao
escapa a isto. Esta diferenciacdo € consequiéncia de um sinal gerado apds a
interacao entre BMP e seu receptor, ativando e reprimindo uma série de genes,
entre os quais se contam fatores de transcricdo e proteinas que se ligam a estes
modificando positiva ou negativamente sua funcédo. Os dados obtidos da analise dos
microarranjos evidenciou 17 genes que participam na regulacao da transcricao e que
podem estar envolvidos em osteoinducdo. Em dois deles (Hoxa4 e Barx1), a
expressao diferencial nao foi confirmada pois nao foi possivel a sua amplificagao,
mesmo tentando varios pares de “primers”. Como se observa na Figura 12, a
expresséo de 15 deles foi analisada, sendo 12 deles confirmados por gPCR.

O primeiro gene confirmado foi Runx2, com sua expressao sendo induzida ja
as 4h de tratamento por ambas rhBMPs. Este é um fator de transcricdo de grande

importancia em condrogénese e osteogénese, que se expressa durante o
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desenvolvimento do esqueleto (Hassan, Tare et al., 2006). Além de ser induzido por
BMPs, sua expressao pode ser regulada por TGFB1 e FGF2, fatores que também
participam de formacao 6ssea (Ryoo, Lee et al., 2006) . Este fator de transcricdo é
essencial para a diferenciacdo de células mesenquimais em osteoblastos. Sua
importancia na formacdo de osso € evidente devido ao fato que camundongos
“knockout” Runx2” carecem de osteoblastos funcionais e de osso mineralizado (Gu,
Zhang et al, 2004). Além disso, mutagcbes neste gene resultam em displasia
cleidocraniana, que se caracteriza por uma alteracdo do desenvolvimento 6sseo
(Mundlos, Otto et al.,, 1997). Runx2 pode induzir diretamente a expressao de genes
relacionados com osteoblastos como: osteocalcina, colageno tipo | e osteopontina,
ligando-se em seus respectivos promotores (Yamaguchi, Komori et al., 2000). BMP2
e Runx2 atuam sinergisticamente estimulando osteodiferenciagéo “in vitro” e “in vivo”
(Yang, Wei et al., 2003) e a fosforilagdo de Runx2 pela via MAPK ativada por FGF2,
parece ser importante na inducdo da expressao de osteocalcina (Xiao, Jiang et al.,
2002). Levando em conta estes antecedentes, € evidente a importancia deste gene
na diferenciacdo osteoblastica e conseqlente formacado Ossea, e o fato de ser
diferencialmente expresso nas células C2C12 tratadas com rhBMP2 e rhBMP7
(Figura 12), permite ter uma maior confianga em relagdo aos outros genes
selecionados neste estudo.

Os genes Id1, Id2 e 1d3, que codificam proteinas chamadas ID (“inhibitor of
DNA binding”), como pode ser visto na Figura 12, foram induzidos pelo tratamento
das células C2C12 com as duas proteinas recombinantes. As proteinas ID sdo um
grupo distinto da familia “basic helix-loop-helix” (bHLH), carecendo da regido béasica
importante na ligacdo ao DNA e na ativagdo transcricional, mas sendo capazes de

se ligar aos fatores de transcricdo que contém dominios bHLH (Locklin, Riggs et al.,
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2001). Estes genes foram identificados em mioblastos, onde inibem a ligacdo de
fatores de transcricdo miogénicos como MyoD, por exemplo, aos elementos
especificos reconhecidos pela regido basica destes, particularmente a seqiiéncia
CANNTG (Peng, Kang et al., 2004). Estas proteinas séo alvos da familia das BMPs
em especial de BMP2 (Hollnagel, Oehlmann et al., 1999; Lopez-Rovira, Chalaux et
al., 2002). Estes dados, juntamente com os resultados obtidos neste estudo
utilizando-se a linhagem C2C12 tratada com rhBMP2 e rhBMP7, permitem sugerir
que estas proteinas sado importantes na inibicdo da diferenciagdo muscular,
favorecendo, assim, a diferenciacado osteoblastica. Concordando com os resultados
aqui expostos, em relacao a expressao dos genes ID, utilizando-se 0 mesmo modelo
C2C12 assim como células humanas imortalizadas de medula, foi mostrado que
estes genes foram induzidos pelo tratamento destas células com rhBMP2 (Locklin,
Riggs et al., 2001; Balint, Lapointe et al., 2003). Por ultimo, Peng et al., utilizando
células C2C12 e células tronco mesenquimais C3H10T1/2, sugerem um modelo no
qual as proteinas ID aumentariam sua expressao apos o estimulo por BMPs,
promovendo a proliferacdo de osteoprogenitores e, simultaneamente, poderiam inibir
a diferenciacao destes. Ap6s um periodo de tempo do estimulo com BMPs, o nivel
das proteinas ID voltaria ao nivel basal, permitindo continuar com a diferenciacao
terminal para osteoblastos.

Um grupo de trés genes, DIx1, DIx2 e DIx5 que pertencem a familia de genes
“homeobox”, que sdo homodlogos ao gene “distal-less” (DIl) de Drosophila (Kraus e
Lufkin, 2006), foi induzido por rhBMP2 e rhBMP7. Esta familia de genes controla a
expressdo de diversos genes associados no desenvolvimento, tanto de
invertebrados como de vertebrados. Em mamiferos, eles sdo expressos no sistema

nervoso, derivados da cresta neural e arcos branquiais. Participam no
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desenvolvimento do cérebro, estruturas craniofaciais, e no esqueleto axial e
apendicular (Kraus e Lufkin, 2006). Portanto, devido a estas caracteristicas, os
fatores de transcricdo DIx1, DIx2 e DIx5 podem ser muito importantes em
osteodiferenciagdo. Particularmente no caso de DIx5, existem evidéncias que
indicam que ele é um alvo direto de BMPs. Durante a osteodiferenciagao de células
C2C12, foi demonstrado que DIx5 regula a expressao de Runx2 em células tratadas
com rhBMP2 e ndao em células tratadas com TGF-B1 (Lee, Kim et al., 2003). Isto, em
conjunto com a capacidade de BMP2 de induzir a expressdo de genes marcadores
de diferenciacdo osteoblastica como ALP (fosfatase alcalina) e Osx (discutido
posteriormente) em células murinas “knockout” Runx2”, sugerem uma via
alternativa, na qual DIx5 modula a expressao de Runx2 e Osx e, assim, BMP2
poderia induzir a expressdo de ALP. Além disso, DIx5, mas ndo Runx2 é
indispensavel para que Osx seja expresso em células tratadas com BMP2 (Ryoo,
Lee et al, 2006). Portanto, DIx5 regula a expressdo de Runx2 e Osx
independentemente. Estes dados séo consistentes com o perfil de expressao obtido
neste estudo com o gene DIx5, sendo provavel que DIx1 e DIx2 também participem,
de alguma forma, neste ou em outro mecanismo similar. Evidentemente, novos
estudos poderiam decifrar o papel destes genes em osteodiferenciacao.

Osx, um fator de transcricdo que contém um dominio de ligacado ao DNA do
tipo dedo de zinco, foi 0 gene com maior indugcdo de expressao relativa apos o
tratamento das células C2C12 com rhBMP2 e rhBMP?7. Identificado por Nakashima
et al., é expresso em todos os 0ssos, e camundongos “knockout” Osx™ carecem de
osso mineralizado (Nakashima, Zhou et al., 2002). Tem sido sugerido que Osx atua
na diferenciacdo terminal de osteoblastos, na distincdo das vias osteogénica e

condrogénica, enquanto que Runx2 atua antes, no compromisso de células
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mesenquimais a osteoblastos ou condrécitos (Lee, Kwon et al, 2003).
Transcricionalmente, Osx regula a expressao de genes importantes em 0sso como:
“bone sialoprotein” (BSP), osteocalcina, osteonectina e osteopontina (Celil, Hollinger
et al., 2005). Como mencionado no paragrafo anterior, DIx5 modula a expressao de
Osx. Interessantemente, confirmando os dados da literatura, ao analisar o perfil de
expressao destes genes e DIx2, € possivel notar que o transcrito Osx aumenta
bastante entre 12-24h, o que pode estar relacionado ao incremento da expressao de
DIx2 e DIx5 no mesmo periodo do tempo, revelando que, apesar de Osx precisar
primeiro de DIx5, posteriormente, eles poderiam funcionar de maneira paralela na
finalizagdo da diferenciacao osteoblastica.

O fator de transcricao (“forkhead transcription factor”), Fkhr1, também foi
confirmado como sendo diferencialmente expresso através de qPCR. Fkhr1 ou
FoxO1a é capaz de estimular a atividade promotora do gene ALP, assim como sua
atividade enzimatica. Esta proteina e a familia de fatores a qual pertence, participam
na regulagdo de processos tais como: ciclo celular, apoptose, metabolismo de
glicose, embriogénese e diferenciacao celular (Bois e Grosveld, 2003). Um aumento
na expressao de Fkhr1 e na atividade de ALP, foram registrados ap6s 6 dias de
tratamento com BMP2 utilizando células humanas de medula, hMSC, (Osyczka,
Diefenderfer et al., 2004). Estes dados indicam que Fkhr1 participa na transcricdo de
ALP, o que traz, como conseqliiéncia, um incremento na atividade da enzima. O
perfil de expressao deste gene no nosso estudo mostra que sua expressao diminui a
niveis basais 24h apds tratamento, enquanto que a atividade de ALP comeca a
aumentar progressivamente apos 48h de tratamento (Figura 8). Existem algumas
explicagbes para isto: 1) a expressdo de ALP é ativada por outros fatores de

transcricdo como Runx2 e DIx5; 2) ainda que o nivel do transcrito de Fkhr1 diminua,
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nao significa que ocorra 0 mesmo com a proteina, 3) o transcrito de Fkhr1 poderia
aumentar novamente apés 24h. Seja uma, ou todas estas explicacdes possiveis, 0s
resultados obtidos neste estudo, para este gene, ainda que se situe em outro
intervalo de tempo e, utilizando outro modelo celular comparado ao ja citado acima
(hMSC), indicam que Fkhr1 participa em diferenciacao osteoblastica.

Hoxc8 pertence a familia conservada de genes “Hox”, expressos em membros,
tubo neural, cartlagem e osso (Yueh, Gardner et al, 1998). Camundongos
“knockout” Hoxc8” apresentam anormalidades em costelas, vértebra lombar e
tecidos nervosos (Le Mouellic, Lallemand et al., 1992; Tiret, Le Mouellic et al., 1998).
Hoxc8 se liga nos respectivos promotores de Osteopontina (Sppl) e
Osteoprogeterina (OPG) funcionando como um repressor transcricional destes. A
interacao com SMAD1 ativada por BMP2, permite a expressao tanto de Spp1 como
de OPG (Yang, Ji et al, 2000; Wan, Shi et al, 2001). Os resultados do gPCR
indicam que este gene é induzido por rhBMP2 entre 4-24h, e por rhBMP7 entre 12-
24h. Considerando que a fungdo de Hoxc8 seria a de manter as células num estado
indiferenciado, favorecendo sua proliferagéo, os resultados obtidos nesta tese, nao
estariam de acordo com isto. Uma possivel hipétese para explicar este fato que,
poderia ser semelhante com o metabolismo 6sseo ‘in vivo’, seria que inicialmente
Hoxc8 aumentaria para compensar o incremento de SMAD1 ativada por BMPs,
controlando, assim, a expressao de Spp1 e OPG. Cabe assinalar que Spp1 foi
selecionado a partir da analise dos microarranjos de DNA (Tabela 5), mas sua
expressao foi constante durante o tratamento das células (Figura 14). Por ultimo, é
necessario mencionar que OPG participa ativamente da inibicdo da

osteoclastogénese (Simonet, Lacey et al., 1997), portanto, isto poderia reforcar a
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idéia de que Hoxc8 poderia ser regulado, de alguma forma, por BMPs, em alguma
etapa da diferenciacao osteoblastica ou posteriormente.

Como foi mostrado, os genes Glis1 e Glis3 (“Gli similar’) relacionados a
subfamilia Gli, que sao fatores de transcricdo do tipo “Krippel-like zinc finger
proteins” (Nakanishi, Kim et al., 2006), sdo induzidos por rhBMP2 e rhBMP7. Ambas
proteinas contém 5 motivos do tipo dedo de zinco que mostram grande homologia
de sequéncia com as proteinas Gli, mas fora destes dominios existe pouca
homologia entre as proteinas Glis e Gli. Glis1 e Glis3, por analise das suas
sequéncias, contém dominios de ativacao e repressao, sugerindo que elas regulam
positiva e negativamente a transcricdo de seus genes-alvos. Existem evidéncias que
sugerem que Glis3 participa em diferentes etapas de organogénese (Kim, Nakanishi
et al, 2003), enquanto que a expressao de Glis1 foi detectada durante
embriogénese em regides craniofaciais, arcos branquiais, somitos e rim (Nakanishi,
Kim et al., 2006). No caso de Glis3, recentemente foi demonstrado que atua
sinergisticamente com BMP2 e Shh na diferenciacdo osteoblastica de células
mesenquimais C3H10T1/2, induzindo a expressdo de FGF18 (Beak, Kang et al.,
2007), indicando que este fator pode ser importante durante osteodiferenciacdao. Em
relacdo a Glis1, sua expressao obtida neste estudo, incrementou devido ao
tratamento com rhBMPs entre 4-24h, (Figura 12), obtendo-se um aumento maior do
transcrito nas células tratadas com rhBMP2. Nao existe, atualmente, nenhuma
evidéncia na literatura que possa relacionar Glis1 com osteodiferenciacao induzida
por BMPs, mas sua possivel fungdo poderia ser similar a Glis3 devido a alta
homologia entre estes genes. Sem duvida, pelo pouco conhecimento do potencial
papel em osteogénese destes fatores de transcricdo, seria muito interessante,

futuramente, analisar a sua importancia neste processo.
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5.3.2 Proteinas envolvidas em vias de sinalizacao celular.

A via de sinalizagdo ativada por BMPs é a que envolve as proteinas
SMAD (Miyazono, 1999). Interessantemente, nossa analise dos microarranjos gerou
um numero de 5 genes candidatos, dos quais 4 foram validados como
diferencialmente expressos por qPCR, os quais participam em diferentes vias de
sinalizagao celular tais como: Wnt (canbnica e Wnt/Ca2+), PKC e Toll/IL-1, as quais
possivelmente poderiam interagir entre si, modulando a diferenciagdo osteoblastica.
O fato do resto dos componentes destas vias ndo terem sido detectados nos
microarranjos de DNA (2,5 vezes mais ou menos expressos), ndo implica que eles
ndo tenham sua expressdo aumentada. Como vimos anteriormente, genes
selecionados dos microarranjos, como Zfp82, Usf2 e Nab1, como sendo possiveis
candidatos a genes diferencialmente expressos, ndao foram confirmados por gPCR.
O contrario também ocorre, ou seja, genes nao detectados nos microarranjos, que
sdo regulados por rhBMPs, e confirmados através de gPCR, ou seja, a ocorréncia de
falsos positivos e falsos negativos.

Na Figura 13 se mostra que o perfil de expressédo dos genes Lrp6 (“low-density
lipoprotein receptor—related protein 6”) e Dvl1 (“Dishevelled 1”) ap6s o tratamento
com rhBMP2 e rhBMP7, é similar. Estes genes formam parte da via de sinalizagao
Whnt canénica (Zhong, Gersch et al., 2006), existindo evidéncias que mostram sua
relagdo com osteogénese (Day, Guo et al., 2005; Glass, Bialek et al., 2005). O sinal
comeca quando moléculas Wnts secretadas se ligam nos receptores GPCRs da
familia “frizzled” e aos co-receptores acoplados Lrp5/Lrp6, o que resulta na
estabilizacdo de B-catenina e sua subsequente translocacado ao nudcleo, onde, junto
com os fatores de transcricdo Tcf ou Lef, modulam a expressédo de diversos genes

(Rawadi, Vayssiere et al., 2003). Camundongos “knockout” Lrp6” apresentam um
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volume reduzido de osso trabecular vertebral (TBV, “vertebral trabecular bone”),
demonstrando-se, assim, a importancia desta proteina na formacao 6ssea (Bodine e
Komm, 2006). Além disso, tem sido demonstrado que este co-receptor participa em
somito e osteogénese (Kokubu, Heinzmann et al., 2004). Em relacdo a Dvl1, sua
funcao é prevenir a degradacao de B-catenina, inibindo sua fosforilagao por parte de
GSK3B (Wharton, 2003). Alguns dados sugerem que Dvl1, além de outros
componentes do sinal Wnt, estdo ativados durante a regeneragdo Ossea, e
particularmente as isoformas de Dvl (1, 2 e 3) seriam importantes na proliferacao e
diferenciagéo de condrécitos (Zhong, Gersch et al., 2006). O aumento na expressao
de Lrp6 e Dvl1, obtido neste estudo, poderia implicar que as células tratadas com
rhBMPs, iniciam ou aumentam a expressao destes genes relacionados a via Wnt
para, assim, intensificar o efeito osteodiferenciador dado inicialmente por ambas
BMPs. Com relagdo a isto, existe um trabalho, utilizando células C2C12 e
C3H10T1/2, que mostra uma sinergia entre P-catenina e BMP2 em promover
osteodiferenciacao (Mbalaviele, Sheikh et al., 2005). Por outro lado, é possivel que
B-catenina, junto com TCF1, possam aumentar a expressdao de Runx2 (Gaur,
Lengner et al., 2005).

Um incremento na expressao, do gene Ecsit ou Sitpec, nas células C2C12, foi
registrado entre 4-12h. Este gene participa na via Toll, desempenhando-se como
uma proteina adaptadora entre o complexo IRAK1/TRAF6 e a proteina MEKK1, a
qual continua o sinal, fosforilando tanto a proteina JNK p38 como o complexo IKK,
finalizando com a expressao de genes envolvidos em processos inflamatérios. Este
gene participa na via BMP/SMAD interagindo com Smadi e Smad4, ativando a
expressdo de TIx2 e de outros genes (Moustakas e Heldin, 2003). Durante a

embriogénese, as vias Toll e TFGP/BMPs interagem na formagdo do eixo

115



dorsiventral, e durante a resposta imune comportam-se antagonicamente. Por outro
lado, camundongos deficientes de Ecsit apresentaram alteracées na formacao do
epiblasto e mesoderma, morrendo no dia 7.5 (E7.5) (Xiao, Shim et al., 2003). O
mecanismo pelo qual esta proteina poderia estar envolvida em diferenciacao
osteoblastica € uma incégnita, que pode ser resolvida através de posteriores
analises, mas sua interacdo com Smad1/4, proteinas que participam neste tipo de
diferenciagédo, ja € um indicio de que participam deste processo.

Um ultimo gene validado por gPCR que participa em vias de sinalizagéo celular,
€ a proteina kinase C delta, PKC3. Esta enzima pertence a familia de serina/treonina
quinases PKC, que consiste de 11 membros, incluindo as isoformas classicas (a, 1,
B2,y) ativadas por diacilglicerol (DAG), fosfatidilserina (PS) e Ca2+, e a nova
subfamilia (8, €, n, 6) ativada por DAG e PS, e as isoformas atipicas (A, 1, ¢) ativadas
unicamente por PS (Newton, 1997). Recentemente, utilizando células ST2, foi
demonstrada a ativagdo de PKCJ através da via canbdnica de Wnt induzida por
Wnt3a, e, também, na via ndo canbnica induzida por Wnt7b utilizando células ST2 e
C3H10T1/2, indicando a importancia desta enzima durante a osteodiferenciagéo
destas células (Tu, Joeng et al., 2007). Outro estudo mostrou que a ativacao da via
PKC, especificamente através de PKCJ, € necessaria para a expressdao de Runx2
em células MC3T3 e C2C12 tratadas com FGF2 (Kim, Kim et al., 2003). Como foi
visto, 0 aumento do transcrito de PKCd nas células tratadas, obtido neste estudo foi
discreto, mas pequenos incrementos podem aumentar sua atividade enzimética, o
que pode estar relacionado com modificagdes pds-traducionais de diversas
proteinas que participam na diferenciacdo osteoblastica induzida por rhBMP2 e

rhBMP7.
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5.3.3 Proteinas associadas a matriz extracelular.

Osteoblastos secretam um tipo de matriz extracelular (ECM) propria,
formada por diversas proteinas, onde algumas especificas participam diretamente na
mineralizacao deste tipo de matriz (Xiao, Gopalakrishnan et al., 2002). Devido a isto,
foram analisados oito genes, que representam proteinas secretadas, com a excegao
da enzima intracelular Plod1. Um Unico gene, Spp1 (“Bone sialoprotein 1) ndo foi
confirmado por gqPCR. A expressao de Ltbp2 (“latent transforming growth factor beta
binding protein 2”) aumentou com o tratamento com rhBMP2 entre 4-24h, e entre 4-
12h com rhBMP7. Esta proteina faz parte do complexo precursor de TGFp latente,
posicionando-o na ECM. Apds ser removida do complexo, TFGB é ativada
(Saharinen, Hyytiainen et al., 1999). Uma possivel relacdo, entre Ltbp2, TGFB1 e
osteodiferenciacao das células C2C12 induzida por rhBMPs, que pode representar,
em parte, o metabolismo ésseo ‘in vivo”, € que TGFB1 participa do processo de
osteoclastogénese, onde existem evidéncias que indicam que esta proteina regula a
expressdo de OPG e RANKL no osteoblasto e RANK no osteoclasto, sendo
importante que ela seja liberada desse complexo latente para ter esta atividade
(Janssens, Ten Dijke et al., 2005). Coincidentemente, os genes Grn, Postn, Plod1 e
BMP1 foram induzidos durante 12-24h pds-tratamento. Grn (Granuling) sao
proteinas que participam em inflamacgéo, reparacdo de feridas e remodelamento de
tecidos. Seu papel em osteodiferenciacao ndao é conhecido, mas bem Grn seria um
gene de origem osteoclastico (Hopwood, Tsykin et al., 2007). Possivelmente, Grn
poderia participar do remodelamento 6sseo, mas, obviamente, outros estudos
devem ser levados a cabo para se conhecer, com maior detalhe, as fungbes destas
proteinas no tecido ésseo. Postn (“Periostin”) ou OSF2 (Osteoblast Specific Factor 2)

foi isolada como um fator especifico de osteoblastos, encontrando-se
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preferencialmente no peridsteo. Sua fungéo esta relacionada ao recrutamento, uniao
e extensdao de osteoblastos (Balint, Lapointe et al, 2003). Interessantemente, a
expressdo de Postn comeca a aumentar apés 12h e continua aumentando
progressivamente até 24h, o que pode indicar que, a partir deste periodo, as células
comecam a adquirir as caracteristicas proprias de osteoblastos diferenciados. Plod1
nao € secretada, sendo uma enzima intracelular que participa na hidroxilacao de

lisina em colageno tipo I, a principal proteina presente no osso. As hidroxilisinas sao

sitios de wuni@do de carboidratos, sendo essenciais na estabilidade do
entrecruzamento entre as moléculas de colageno (Tasker, Macdonald et al., 2006).
Em concordancia com os resultados obtidos nesta tese, um aumento na expressao
de Plod1 foi registrado durante a diferenciacdo de células BMSCs (“bone marrow
stromal cells”) e NSFs (“normal skin fibroblasts”) (Uzawa, Grzesik et al., 1999).
Portanto, um incremento na expressao desta enzima durante a osteodiferenciagao,
com a consequente estabilizacdo de colageno tipo |, pode indicar o comeco da
formagdo da matriz extracelular caracteristica de osteoblastos. BMP1 é uma
metaloproteinase importante em diversos processos morfogenéticos em varias
espeécies. Durante a formacdo da ECM, realiza o processamento de moléculas
precursoras transformando-as em componentes funcionais da ECM. Seus substratos
incluem pro colagenos, precursores de proteoglicanos e proteinas associadas a
mineralizacdo de ECM de osso e dente. Outros substratos sdo complexos latentes
de certos membros de familia TGFB, como TGFB1, BMP2, BMP4 (Ge, Fernandez et
al., 2007). Evidéncias recentes mostram que BMP1 cliva moléculas LTBP, liberando
o complexo latente de TGFB1-LAP da ECM, sendo, posteriormente, a proteina LAP
(“latency-associated peptide”) clivada por outro tipo de protease, resultando na

ativacdo de TGFB1 (Ge e Greenspan, 2006). Este resultado poderia relacionar o
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aumento na expressao de LTBP2 e BMP1 (mesmo perfil de expressao), obtidos em
nosso estudo, com a possivel participacdo de TGB1 em osteoclastogénese, a qual ja
foi comentada anteriormente.

Htral é uma serina peptidase da familia Htra (“High Temperature requirement”),
existindo evidéncias que a relacionam com desenvolvimento e progressdao de
diversas patologias (Oka, Tsujimoto et al., 2004). Recentemente, foi demonstrada a
expressdo de Htral durante a diferenciacao osteoblastica de células 2T3 (Hadfield,
Farrington Rock et al., 2007). Além disso, este trabalho também mostrou que a
superexpressao desta enzima causou uma inibicdo na mineralizagdo da ECM. Os
autores sugerem que isto pode ser devido a trés causas: 1) que Htral module a
expressdo de genes especificos de osteoblastos, 2) que altere a atividade
TGFB/BMP ou 3) que clive proteinas que regulam a diferenciagdo ou mineralizagao
da ECM. A inibicao da mineralizagdo da ECM nestas células devido a Htral poderia
representar um mecanismo de controle da velocidade com que a mineralizagéo €
realizada, mas, obviamente, sdo necessarias maiores evidéncias para afirmar isto. O
possivel efeito de Htral em nosso modelo C2C12, poderia ser futuramente
analisado.

IGFBP-r10 é membro da familia de proteinas IGFBP (“Insulin Growth Factor
Binding Protein”). Alguns indicios mostram que esta familia de proteinas participa no
crescimento e maturacdo de varios tecidos, através da sua associacdo com
proteinas da ECM, mediando, assim, a adesdo, migracdo e quimiotaxia celular.
Assim, por exemplo, elas se ligam a integrinas modulando, possivelmente, as vias
TGFB e Wnt (Kuerner e Steinbeisser, 2006). Outro trabalho mostrou uma alta
expressdo de IGFBP-rP10 em osso e dente, sendo por isto chamada

alternativamente, de Bono1 (bone and odontoblasts) (James, Jarvinen et al., 2004).
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Em concordancia com nossos resultados foi mostrado que rhBMP2 & capaz de
induzir a expressao deste gene em distintas linhagens celulares, além das células
C2C12, sendo muito provavel que IGFBP-rP10 participe ativamente na diferenciacao
e proliferacao de osteoblastos durante a formacao e remodelacdo 6ssea (Shibata,
Tsukazaki et al., 2004). De que forma esta proteina participaria nestes processos,
representa um interessante desafio que poderia ser resolvido no futuro através de

novos experimentos.

5.3.4 Outras proteinas.

A expressdo do gene Cfdp1 (“Craniofacial development protein 1”) ou
Cp27, tem sido detectada em alguns tecidos, particularmente em dentes e 0ssos.
Sua localizacao subcelular é no citoplasma e nacleo. Contém um dominio, chamado
BCNT-c (“Bucentaur”’) que apresenta homologia com uma das proteinas que
compdéem o complexo Swr1 de levedura, o qual altera o estado da cromatina,
regulando, assim, a transcricao de diversos genes. Este gene foi clonado a partir de
uma biblioteca de camundongo, e em humanos a regido cromossémica equivalente
a este gene, esta associada a diversas sindromes craniofaciais. Sua fungao
especifica ndo é conhecida, mas se presume que é importante durante a
embriogénese (Diekwisch, Marches et al., 1999). Existem evidéncias que indicam
que Cfdp1 é importante durante o desenvolvimento dos dentes (Diekwisch, Luan et
al., 2002). E importante assinalar que os odontoblastos nos dentes tém uma funcédo
similar aos osteoblastos no o0sso, portanto pode ser que Cfdp1 participe, também,
em alguma etapa da formagao 6ssea. Claramente, esta afirmacao é especulativa e
requer maiores estudos, para verificar se Cfdp1 tem algum papel em osteogénese.

Nossa andlise mostrou que este gene parece ser primeiro ativado levemente por
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rhBMP2 (4-24h), em comparacdo a rhBMP7 (12-24h), mas, por agora, ainda néo é

possivel explicar esta diferenca.

5.3.5 Integracao das possiveis funcoes dos genes validados por gPCR .

A andlise da expressao de genes induzidos por rhBMP2 e rhBMP7 em
células C2C12, realizada neste trabalho, mostrou que, na maioria dos casos, eles
foram induzidos de forma similar por ambas proteinas. Alguns dos genes
identificados j& foram relacionados com diferenciagdo osteoblastica e formacao
0ssea mas, apesar disto, em alguns casos, a maneira como eles participam nao é
muito clara, o que permite continuar com novos estudos para caracterizar a funcao
de cada um deles. E claro que nossos dados poderiam estar influenciados pela
presenca de algumas moléculas presentes no soro, tais como FGFs, IGFs, Wnts
entre outras, que podem atuar sinergisticamente com as rhBMPs, na
osteodiferenciacdo de células C2C12. No entanto, combinando nossos resultados
com as evidéncias existentes, j& mencionadas para cada gene, € possivel fazer um
resumo que permita integrar todos estes dados onde, obviamente, na realidade,
devem existir mais genes induzidos, envolvidos em osteodiferenciacdo. Na Figura
32, se mostram o0s possiveis eventos que ocorrem durante a diferenciagao
osteoblastica induzida por BMPs, onde os genes confirmados neste estudo estdo
sublinhados.

Apb6s a interagdo entre BMP e seus receptores acontece a fosforilagdo de
Smad1 (ou Smadb5) e Smad4, formando-se um complexo entre estas proteinas que
se translocam ao nucleo. Paralelamente, deve iniciar-se a indu¢do da expressao de

DIx5 (DIx1 ou DIx2). Assim, Smad1/4, B-catenina, DIx5 (DIx1,2) ativam a expressao

de Runx2, o qual, posteriormente, pode regular sua prépria expressao. B-catenina
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seria estabilizada pelo sinal Wnt (Lrp6 e Dvl1). As proteinas Ids (1, 2, 3) tém sua
expressao aumentada, ligando-se a fatores similares a MyoD (reprimido neste
estudo), inibindo a expressao de genes envolvidos em diferenciacdo mioblastica. Por
outro lado, Smadi1/4 e Ecsit, com ou sem outros fatores, poderiam regular a
expressao de mais genes osteoblasticos. Runx2, junto com DIx5, permitem que Osx
seja expresso. Estes trés fatores ativam a expressdao de OCN, OSP e OSN, e, junto
com Fkhr1, aumentam a expressédo de ALP. Glis3 ativaria a expressao de FGF18 e
outros genes, e Glis1 devido a homologia com Glis3 poderia fazer algo similar. No
citoplasma, a fosforilacdo de substratos por parte de PKCJ, seria importante em
potenciar o sinal osteoindutivo. Plod1 através da hidroxilagdo de lisinas presentes
nas moléculas de colageno tipo I, permitiia o posterior entrecruzamento e
estabilizacdo destas moléculas, que representam a principal proteina presente na
matriz 6ssea. Extracelularmente |IGFBP-r10 participaria da proliferacdo de
osteoblastos, possivelmente como produto da sua interacdo com proteinas IGF,
assim como também em diferenciagdo osteoblastica. Postn é importante no

recrutamento, extensao e adesao de osteoblastos. A conexao entre BMP1 e Ltbp2

poderia regular a disponibilidade de TGFB1, cuja fungdo ‘“in vivo” no tecido 6sseo,
entre outras, seria regular a osteoclastogénese. Grn é uma proteina que seria
importante durante o reparo ou remodelacdo éssea. O grau de mineralizacao da
ECM secretada por osteoblastos seria regulado pela atividade proteasica de Htrai.
Por ultimo, Cfdp1, que participa no desenvolvimento e formacdo do dente,
possivelmente regulando a transcricdo de diversos genes que participam neste

processo, poderia desempenhar uma fungao similar no 0sso.
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Figura 32. Genes envolvidos em diferenciacao osteoblastica. Os genes confirmados,
neste estudo como diferencialmente expressos devido ao tratamento das células C2C12
com rhBMP2 e rhBMP7, que se mostram sublinhados, foram relacionados com dados da
literatura, para assim elaborar um modelo que possa integrar suas potenciais fungdes, tanto
“in vitro” como “in vivo”. Wnt: “wingless-type MMTV integration site family, member”), DIx5
(DIx1, DIx2), Ids (ld1, Id2 e Id3). Frizzled: receptor Wnt, Lrp5: correceptor de Wnt junto com

Lrp6. OCN: Osteocalcina, OSN: Osteonectina, OSP: Osteopontina, ALP: Fosfatasa alcalina.
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5.4 Clonagem e superexpressao de rhBMP2 e rhBMP?.

Como foi mencionado anteriormente, as BMPs, devido a suas multiplas
fungbes, sdo fundamentais durante o desenvolvimento de diversos organismos.
Normalmente, BMP2 e BMP7 participam ativamente em processos relacionados a
formacdo de dentes e ossos. Em relacdo a formagdo 6ssea, ambas induzem a
diferenciacédo de células mesenquimais em osteoblastos, os quais secretam a matriz
0ssea, sendo também utilizadas terapeuticamente em diversos tipos de fraturas
severas, onde sua acao acelera o reparo 6sseo (Granjeiro, Oliveira et al., 2005).
Portanto, é evidente que expressar e produzir estas proteinas € um grande desafio e
uma oportunidade de sua utilizagéo terapéutica, para ser, no Brasil, uma alternativa
no mercado, permitindo diminuir os custos, em comparagdo aos tratamentos que
utilizam rhBMPs produzidas no exterior.

Para superexpressar as duas proteinas, primeiramente, os respectivos cDNAs
humanos que codificam cada proteina foram clonados no vetor de clonagem
pPENTR2B, e a andlise através de sequenciamento de DNA, revelou a identidade
correta de cada um deles. Mostramos que as duas sequéncias foram posteriormente
subclonadas no vetor de expressdao pCMV-IRES-EGFP, usado em células de
mamiferos, no entanto, antes disto, os cDNAs foram subclonados em diversos
vetores que permitem expressao em baculovirus, bactérias e células de mamiferos.
Atualmente, os respectivos bacmideos recombinantes ja foram gerados e serdo
utiizados para a transfeccdo de células inseto e posterior obtencdo de virus
recombinantes. Em bactérias, (dados ndo mostrados), tanto rhBMP2 como rhBMP7
foram expressas em alta quantidade, mas infelizmente, as proteinas foram
produzidas como monbémeros em estado desnaturado, portanto, sem atividade

biologica. Apesar deste inconveniente, foram ensaiados alguns protocolos de
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renaturacéo e dimerizagao “in vitro”, para se obter, em cada caso, o dimero funcional
com o “folding” correto. Infelizmente, nao foi possivel obter um rendimento aceitavel
na dimerizacdo, usando diversas metodologias, portanto, este sistema de expressao,
foi descartado.

Paralelamente, ensaiou-se a superexpressdao de ambas proteinas através de
transfecgdes transitorias e estaveis em células de mamiferos. Como foi mencionado
acima, os cDNAs que correspondem a hBMP2 e hBMP7 foram subclonados em
vetores que permitem a expresséo nestas células, onde sempre, em cada cDNA, foi
adicionada a sequéncia Kozak, com o propésito de aumentar a tradugdo dos
respectivos transcritos. Infelizmente, com estes vetores, ndo foi possivel alcangar
uma quantidade de proteina que fosse detectavel. Este problema foi solucionado
com a subclonagem de cada cDNA no vetor pPCMV-IRES-EGFP. Especificamente no
caso de rhBMP7, as células HEK293T transfectadas transitéria e estavelmente com
o vetor pCMV-hBMP7-IRES-EGFP, resultaram na expressdo de rhBMP7, sendo
detectada por Western blot. No caso de rhBMP2, ainda néo foi possivel detectar a
proteina com este ensaio, mas existem outros ensaios (funcionais por exemplo) que

poderiam demonstrar a expressao de rhBMP2 nestas células.

5.4.1 Superexpressao e caracterizacdao de rhBMP7 em células HEK 293T.

Como ja foi descrito brevemente acima, foram realizadas transfecgbes

transitérias e estaveis de células HEK293T, utilizando o vetor pCMV-hBMP7-IRES-
EGFP, visando a expressdao de rhBMP7. Foram gerados alguns clones de células
que expressam estavelmente a proteina recombinante. Um deles, o clone N°12, foi
escolhido devido a aparente maior expressao registrada por Western blot, para, a

partir do seu meio de cultura, purificar e caracterizar rhBMP7. Nossos resultados
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(Figura 26), demonstraram que, efetivamente, a proteina foi purificada mostrando
claramente as caracteristicas préprias de rhBMP7 como: a presenca de dimeros
funcionais (~34kDa), formados por uma ponte dissulfeto intermolecular, a qual é
reduzida pelo tratamento com um agente redutor, resultando nos respectivos
monbémeros (~17kDa). Logicamente, isto representa um ensaio preliminar, que
devera ser otimizado, mas mostra claramente que a proteina esta sendo expressa e

que é possivel purifica-la satisfatoriamente.

5.4.2 Funcionalidade de rhBMP7 superexpressa em células 293TpCMV-

hBMP7-IRES-EGFP N°12.

Como foi visto, as células 293T-pCMV-hBMP7-IRES-EGFP N°12
superexpressam rhBMP7, porém isto ndo demonstra que a proteina seja funcional.
Para responder esta incognita, foram realizados 4 experimentos distintos, “in vitro”
utilizando o meio condicionado (MC) das células que nao expressam (vetor vazio) e
que expressam rhBMP7, com o objetivo de induzir osteodiferenciacdo em células
Cc2C12.

O primeiro deles foi uma andlise da expressdao do gene Osx, que, na
literatura, assim como também em nossos dados (Figura 12), é regulado por BMP2 e
BMP7. O perfil de expressao deste gene nas células tratadas com os respectivos
MCs é similar ao obtido quando estas células foram tratadas com as proteinas
recombinantes (comparar Figuras 12 e 27).

Outros dois experimentos mostram as diferengcas morfoldgicas e
mineralizacdo da ECM resultante do tratamento das células C2C12 com os MCs.

Ambos ensaios demonstram claramente, que rhBMP7, presente no meio de cultura

das células 293T-pCMV-hBMP7-IRES-EGFP N°12, inibe a diferenciacdo em célula
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muscular, favorecendo a osteoblastica, 0 que posteriormente leva a mineralizagao
de ECM, unicamente nas células C2C12 tratadas com o MC que contem rhBMP7.

Um outro experimento ‘in vitro” foi medir a atividade de fosfatase alcalina
(ALP), que aumenta especificamente durante a diferenciacdo osteoblastica. Um
incremento na atividade ALP foi registrado nas células tratadas com o MC das
células 293T-pCMV-hBMP7-IRES-EGFP N°12 e nao no controle negativo. Desta
forma foi possivel, também, estimar a concentracdo de rhBMP7 produzida por estas
células, que seria aproximadamente de 234ng/ml, o que em termos de produgéo é
baixo, mas € suficiente para induzir osteodiferenciagéo “in vitro”. Coincidentemente,
este valor se assemelha ao usado neste trabalho, que foi de 200ng/ml de rhBMPs
comerciais, € analisando os graficos de atividade ALP (Figura 30 vs 8), apesar de
serem muito parecidos, existe uma atividade levemente maior nas células tratadas
com o MC que contém rhBMP7 em comparacédo ao obtido com rhBMP7 comercial,
que poderia significar a diferenga de aproximadamente 34ng entre ambas.

Um ultimo ensaio para determinar se rhBMP7 produzida em nosso laboratorio
€ funcional, foi um ensaio “in vivo”. Neste ensaio, um biomaterial que contem MC
das células que nao superexpressam rhBMP7 foi implantado no lado direito do
animal enquanto que no lado esquerdo foi implantado o biomaterial contendo MC
das células que produzem rhBMP7. Os resultados demonstraram, claramente, que a
proteina produzida pelas células 293T-pCMV-hBMP7-IRES-EGFP N°12 é capaz de
induzir formacao ectépica de osso, especifica e unicamentemente no lado esquerdo
do animal, e ndo no lado direito.

Nossas evidéncias, concernentes a diferenciagdo osteoblastica “in vitro” e
formacao éssea “in vivo”, indicam que rhBMP7 produzida em nosso laboratério, tem

atividade biolégica, o que permite continuar com novas estratégias que aumentem a
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quantidade de proteina para implementar a futuro sua producdo, e ser assim,

utilizada terapeuticamente.
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. CONCLUSOES.

As células C2C12, representam um modelo valido e reprodutivel de
osteodiferencia¢do induzido por rhBMP2 e rhBMP?7.

Utilizando este modelo celular e a tecnologia de microarranjos de DNA, foram
selecionados 33 genes induzidos por rhBMP2 e rhBMP7 apés 12h de
tratamento.

Destes 33 genes, 31 foram analisados por gPCR, dos quais 24 foram
validados como sendo diferencialmente expressos 12h pés-tratamento.

Uma parte dos 24 genes identificados apresentaram expressao diferencial em
outros periodos de tempo analisados: 4, 8 ou 24h.

Do total de genes confirmados, 13 tém relagdo direta com regulacao
transcricional (Runx2, Id1, Id2, Id3, DIx1, DIx2, DIx5, Fkhr1, Osx, Hoxc8, Glis1
e Glis3), e o gene Cfdp1 também poderia participar deste tipo de regulacao,
como componente do complexo SWR1, o qual modifica o estado de
compactacao da cromatina.

Quatro genes confirmados por qPCR (Lrp6, Dvi1, Ecsit e PKCJ9), fazem parte
de algumas vias de sinalizacao celular.

Os restantes sete genes (Ltbp2, Grn, Htra1l, BMP1, Plod1, Postn e IGFBP-
r10) possivelmente estdo associados a formacdo e remodelagdo da matriz
extracelular éssea.

Os cDNAs correspondentes a hBMP2 e hBMP7 foram clonados no vetor de
clonagem pENTR2B, sendo posteriormente subclonados em diversos vetores
de expressao, sendo que o vetor pCMV-IRES-EGFP gerou os melhores

resultados de super-expressao.
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Como produto da transfeccdo estavel das células HEK293T com o vetor
pCMV-hBMP7-IRES-EGFP, foi possivel gerar clones/linhagens celulares, que
sao capazes de expressar permanentemente rhBMP7.

Um destes clones/linhagens celulares, o clone 293TpCMV-hBMP7-IRES-
EGFP N°12, apresentou a maior expressao protéica.

A proteina produzida e secretada pelo clone 293TpCMV-hBMP7-IRES-EGFP
N°12, foi parcialmente caracterizada (cromatografia de troca ibnica e
“Western blot”) a partir do meio de cultura condicionado por estas células.

Foi demonstrado que rhBMP7 produzida pelo clone celular 293TpCMV-
hBMP7-IRES-EGFP N°12, tem a capacidade de induzir diferenciacéo

osteoblastica “in vitro” e formagéo 6ssea “in vivo”.
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7. PERSPECTIVAS.

Diversas linhas de pesquisa podem ser derivadas a partir deste trabalho de
Tese. Um numero consideravel de genes diferencialmente expressos foram
identificados durante a diferenciagdo osteoblastica de células C2C12 induzida por
rhBMPs. O estudo mais detalhado destes genes, sem duvida poderia esclarecer os
mecanismos moleculares que ocorrem durante a diferenciacdo osteoblastica.
Atualmente, nossos esforcos estdo sendo dirigidos a clonagem dos genes que
codificam os fatores de transcricao DIx1, DIx2 e DIx5, que sdo diretamente induzidos
por rhBMPs e de Osx, que é regulado por DIx5, e, talvez, também por DIx1 e DIx2.
No caso de Osx, o cDNA humano correspondente a este gene, ja foi isolado e
clonado num vetor de expressdo, 0 que permitird posterior analise funcional.
Evidentemente, foram identificados outros genes muito interessantes, e o desafio, no
futuro, € compreender melhor como seus produtos participam da osteodiferenciacao
e formagéo Ossea.

Um inconveniente deste trabalho foi que a analise dos microarranjos de DNA foi
baseada num unico experimento, devido a problemas experimentais que afetaram os
dados gerados pela réplica, os quais ndao puderam ser utilizados. Conforme
mencionado anteriormente, 24 dos 31 genes identificados nos microarranjos de
DNA, foram validados por gPCR utilizando-se cDNAs que representam replicas
biolégicas.

As células C2C12, constituem um modelo reprodutivel de diferenciacdo
osteoblastica induzida por rhBMPs, portanto, seria interessante fazer uma andlise
similar aquela feita neste estudo, com outros periodos de tempo de tratamento,
como, por exemplo: menos de 4h ou mais de 24h, o que permitiria identificar novos

genes envolvidos em diferenciacéo, e, ainda, definir melhor a variagdo da expresséo
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dos genes que ja foram caracterizados nesta tese. Além do modelo C2C12, também
podem ser retomados 0s ensaios de diferenciacao celular em culturas primarias de
células mesenquimais humanas, com o objetivo de lograr as condi¢cdes 6timas que
permitam diferenciar estas células em osteoblastos através do tratamento com
rhBMP2 e rhBMP?7.

A combinacgéao entre microarranjos de DNA e qPCR resulta numa ferramenta
que permite analisar a expressdo de diversos genes ao nivel transcricional. No
entanto, devido ao fato de nem sempre o nivel de um transcrito refletir nivel
equivalente de proteina, é necessario utilizar outros meios para analisar a expressao
de uma proteina, assim, como as modificacées pds-traducionais que esta poderia
sofrer. Uma técnica que pode responder estas questées e complementar as analises
realizadas nesta tese, € a andlise proteémica. Durante uma parte deste trabalho,
utilizando o modelo C2C12, foram realizados experimentos preliminares utilizando
esta técnica, os quais poderiam ser retomados, com a vantagem que os resultados
gerados seriam inéditos, pois, atualmente, ndo existem estudos de proteoma de
osteodiferenciacdo de células C2C12 induzida por rhBMPs na literatura.
Interessantemente, alguns genes identificados neste estudo através de
microarranjos de DNA e gPCR, participam de vias nas quais diversas proteinas sao
fosforiladas. Uma analise através de Fosfoproteoma, por exemplo, geraria novas
evidéncias, que, complementadas com aquelas obtidas a partir de gPCR, poderiam
ajudar a compreender os diferentes mecanismos moleculares ligados a
diferenciagcéo osteoblastica e formacao dssea.

A expressao de proteinas recombinantes em nosso laboratério € um caminho
que vem sendo trilhado ha cerca de duas décadas. No presente trabalho, mostra-se

que a rhBMP7 produzida é capaz de induzir diferenciacdo osteoblastica, “in vitro” e
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“in vivo”. O desafio principal daqui para frente é chegar a produgédo em escala desta
proteina, assim como de rhBMP2, para serem utilizadas como biofarmacos na
clinica. A busca incessante de nosso laboratério por novas estratégias para
aumentar a expressao de cada proteina, levou-nos ao sistema de expressao de
células CHO DHFR™, o qual, devido aos bons resultados alcancados com a
expressao de FVIII e FIX humanos (M.A.A. Demasi, N.V. Verbisck e M.C. Sogayar,
nao publicado), tem sido muito utilizado na producao comercial de diversas proteinas
recombinantes. Atualmente, utilizando-se este sistema, estamos subclonando os
cDNAs correspondentes a hBMP2 e hBMP7 no vetor de expressao plQ-ID gerado
em nosso laboratério, visando maior expressdao de rhBMPs. Por outro lado, uma
estratégia alternativa, o sistema de expressdao em baculovirus (BEVS), no qual é
possivel obter grandes quantidades de proteina, também esta sendo implementado,

com o mesmo objetivo.
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