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RESUMO

SPACHI, Natalia Barone, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, julho de 2025.
Efeito do pré-condicionamento osteogénico no perfil de microRNAs de
vesiculas extracelulares de células estromais perivasculares do cordao
umbilical de caes. Orientadora: Emily Correna Carlo Reis.

A ndo unido 6ssea € uma das possiveis complicacdes de consolidagao de fraturas e
€ a mais comumente observada em animais de pequeno porte e em regides distais
de membros. As técnicas atuais de tratamento envolvem a utilizacdo de enxertos,
mas apresentam sucesso limitado. As células estromais/tronco mesenquimais
(MSCs) vém sendo estudadas quanto ao potencial terapéutico em diversas
afeccoes, que é desempenhado, em grande parte, pela acdo das vesiculas
extracelulares (EVs), responsaveis pela comunicac¢ao celular e, também com efeito
terapéutico atualmente estudado em lesbes 6sseas. Dentre as diversas substancias
presentes no interior das EVs, estdo os microRNAs que participam também do efeito
terapéutico de EVs. Considerando que o microambiente das MSCs influencia
diretamente o conteudo produzido pela célula. O objetivo do presente estudo foi
avaliar a expressdo de microRNAs especificos nas EVs derivadas de MSCs de
corddes umbilicais caninos, com e sem pré-condicionamento osteogénico. Os
miRNAS cfa-miR-21, cfa-miR26a, cfa-miR-27a e cfa-miR-29a, reconhecidamente
participantes da osteogénese, foram avaliados nas amostras de EVs obtidas de
MSCs cultivadas com pré-condicionamento (OSTEO-EVs) e sem (CTRL-EVs), por
RT-gPCR, e foi feita a quantificacao relativa da expressdo de cada gene no grupo
tratado em comparagcdo com o grupo controle. Detectou-se a presenca dos quatro
microRNAs avaliados em ambos 0s grupos, mas com maior expressao nas OSTEO-
EVs. O miR-27a mostrou expressao 18 vezes superior no grupo das OSTEO-EVs, o
miR-26a foi observado oito vezes mais expresso nas OSTEO-EVs do que nas
CTRL-EVs, o miR-21, cinco vezes mais expresso, e miR-29a, 3,5 vezes mais
expresso. Concluiu-se que o pré-condicionamento influenciou a expressdo dos
quatro miRNAs estudados, confirmando o efeito do microambiente de cultivo no
conteudo das EVs.

Palavras-chave: EVs; miRNAs; MSCs; regeneracgdo 6ssea; RT-qPCR



ABSTRACT

SPACHI, Natalia Barone, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, July, 2025. Effect
of osteogenic preconditioning on the microRNA profile of extracellular vesicles
of perivascular stromal cells from the umbilical cord of dogs. Adviser: Emily
Correna Carlo Reis.

Bone nonunion is one of the possible complications of fracture healing and is most
commonly observed in small animals and in distal limbs. Current treatment
techniques involve the use of grafts, but have shown limited success. Mesenchymal
stem/stromal cells (MSCs) have been studied for their therapeutic potential in several
conditions, largely driven by the action of extracellular vesicles (EVs), which are
responsible for cellular communication and also have a therapeutic effect in bone
lesions. Among the various substances present within EVs are microRNAs, which
also participate in the therapeutic effect of EVs. Considering that the MSCs
microenvironment directly influences the content produced by the cell, the objective
of the present study was to evaluate the expression of specific microRNAs in EVs
derived from canine umbilical cord MSCs, with and without osteogenic
preconditioning. The miRNAs cfa-miR-21, cfa-miR26a, cfa-miR-27a and cfa-miR-29a,
known to participate in osteogenesis, were evaluated in EV samples obtained from
MSCs cultured with preconditioning (OSTEO-EVs) and without (CTRL-EVs), through
RT-gPCR, and the relative quantification of the expression of each gene in the
treated group was performed compared to the control group. The presence of the
four microRNAs evaluated was detected in both groups, but with higher expression in
OSTEO-EVs. miR-27a showed 18 fold higher expression in the OSTEO-EVs group,
miR-26a was eight-fold more expressed in OSTEO-EVs than in CTRL-EVs, miR-21
was five-fold more expressed, and miR-29a was 3.5-fold more expressed. It was
concluded that preconditioning influenced the expression of the four miRNAs studied,
proving the effect of the culture microenvironment on EV content.

Keywords: bone regeneration; EVs; miRNAs; MSCs; RT-gPCR
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1 INTRODUGCAO

Fraturas sdo afec¢gbes comuns na rotina clinico-cirdrgica ortopédica da
medicina veterinaria de caes e gatos e s&o caracterizadas pela perda total ou parcial
na continuidade do tecido 6sseo (KEOSENGTHONG et al., 2019), sendo as de 0ssos
longos as mais frequentes (MARTINS et al., 2023). O processo de regeneragao do
tecido O0sseo € dependente do coordenado acoplamento entre angiogénese e
osteogénese (LI et al., 2013). Na ocorréncia de uma fratura, ocorre o rompimento dos
vasos sanguineos com degranulagao plaquetaria e reagcao inflamatéria local com a
liberacdo de diversos sinalizadores pro-inflamatérios e fatores de crescimento que
propiciam o recrutamento de neutrdéfilos e macrofagos no foco da fratura (MAJIDINIA
et al., 2018). O rompimento dos vasos sanguineos com a formagao de um coagulo
também confere minima estabilidade aos fragmentos da fratura, formando uma matriz
provisoria de tecido conjuntivo no local. Com o passar dos dias, ocorre a penetragao
de vasos sanguineos no foco da fratura, o que promove migracédo de fibroblastos e
células progenitoras de condroblastos e osteoblastos ao local e a formagao do calo
fibrocartilaginoso, mais estavel do que o coagulo anterior. Neste cenario, células
osteoprogenitoras também séo recrutadas para o foco da fratura, se proliferam e se
diferenciam em osteoblastos, gerando o calo ésseo mineralizado, com consequente
consolidagao da fratura (MAJIDINIA et al., 2018).

Dentre as possiveis complicagbes em consolidagcido de fraturas estdo a unido
retardada e a ndo unido 6ssea, comumente observadas em animais principalmente
nos de pequeno porte na porgao distal do radio e da tibia (KANG et al., 2016). A nao
unido pode ocorrer por diversos fatores como instabilidade no local da fratura,
dificuldade na justaposigcao e consequente pouco contato entre os fragmentos da
fratura, isquemia local ou doencga sistémica presente, sendo que, o maior fator para
ocorréncia dessa complicagdo é a escassez de suprimento sanguineo no foco da
fratura (FERNANDES et al., 2008; THOMAS et al., 2023). A maior ocorréncia da nao
unido em caes e gatos aparece em regides distais de radio, ulna, tibia e fibula. Todas
sao regides cuja cobertura de tecidos moles é reduzida e com escassa vascularizagao
(WELCH et al., 1997).

Atualmente existem diferentes métodos de tratamento das ndo unides 6sseas,
porém, a taxa de consolidacao 6ssea em nao unides, pos-tratamento por diferentes

meétodos, ainda € inferior a 50%. Até mesmo o padrao ouro para tratamento, o enxerto
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autologo, apresenta taxas de falha de consolidagao, variando de 14,9% a 44,7% dos
casos (TATEIWA, et al., 2025).Neste sentido, apesar da existéncia destas opgdes de
tratamentos para fraturas complicadas, tais ferramentas ainda se mostram com taxa
de sucesso insatisfatoria e por isso ha ainda a necessidade de busca de um novo tipo
de meio terapéutico, buscando maior eficacia na consolidacdo de fraturas
complicadas, muitas vezes precursoras dos casos de ndo unidao (HERTEL et al., 2022;
TATEIWA, et al., 2025; STEWART, et al., 2019).

A necessidade de novas ferramentas terapéuticas proporcionou o0
direcionamento de estudos para as células estromais ou tronco mesenquimais
(Mesenchymal Stem Cells — MSCs), células nao especializadas e com capacidade de
autorrenovagcao e diferenciagdo em qualquer linhagem celular mesenquimal
(ZAKRZEWSKI et al., 2019; POLIWODA et al., 2022), e das Vesiculas Extracelulares
(EVs), estruturas responsaveis por grande parte da agédo das MSCs (XUE et al., 2023;
WELSH et al., 2023).
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Epidemiologia das fraturas

Dentro da casuistica clinico-cirurgica ortopédica veterinaria de pequenos
animais as fraturas sao afecgdes recorrentes (KUMAR, et al., 2022). Dentre os casos
de fratura, as de ossos longos se apresentam em maior frequéncia (MARTINS, et al.,
2023; KALLIANPUR, et al., 2018; BATATINHA, et al., 2021). Dados epidemioldgicos
quanto a frequéncia exata das fraturas e os ossos acometidos ainda sdo escassos,
porém, alguns estudos os relatam, demonstrando maiores frequéncias de fraturas em
fémur, radio, ulna, tibia, fibula e umero. Neste sentido, KUMAR e colaboradores (2022)
avaliaram 21719 casos de caes levados a enfermaria cirurgica do hospital de super
especialidades da Universidade Veterinaria de Sri Vankateswara, na india durante 3
anos (2017 a 2020). As fraturas foram responsaveis por 438 casos dos casos totais.
Destes, 326 (74,42%) tratavam-se de fraturas em ossos longos. Concordantemente,
outros trés estudos, dois realizados na india (SRIHARSHA, et al., 2024,
KALLIANPUR, et al., 2018) e um realizado no Brasil (BATATINHA, et al., 2021)
relataram grande frequéncia de fraturas em ossos longos, e apresentam fémur, radio
e ulna, tibia e fibula e Umero como ossos mais acometidos. Sriharsha e colaboradores
(2024) obtiveram indices de 1950 casos de fraturas de ossos longos, nos quais 38,7 %
eram fraturas de fémur, 26,1% de radio e ulna, 22,1% de tibia e fibula e 13,1% em
umero. Analogamente, Kallianpur e colaboradores (2018) obtiveram indices referentes
a fraturas de 216 caes ao longo de junho de 2015 a maio de 2016, nos quais 37% dos
casos foram fraturas de fémur, 28,7% de radio e ulna, 20,4% de tibia e fibula e 7,9%
em umero. Em Petrolina (PE), no Brasil, Batatinha e pesquisadores (2021) realizaram
um estudo retrospectivo dos casos atendidos durante os anos de 2016 a 2018 no
hospital veterinario da Universidade Federal do Vale do Sao Francisco (UNIVASF).
Encontraram um total de 55 casos de fraturas, sendo que a maioria era relativa a
fraturas de esqueleto apendicular e acometendo principalmente fémur (46%), tibia e
fibula (25%), radio e ulna (19%), e umero (10%).
2.2 Tratamentos para complicagoes de consolidagao
2.2.1 Enxerto autélogo

O padrao ouro para tratamento das ndo unides 6sseas na medicina veterinaria
€ o enxerto autélogo (cujos sitios doador e receptor do enxerto pertencem ao mesmo
individuo) de osso trabecular fresco. Essa indicagédo se deve a sua rapida

incorporacao ao local implantado e por ter propriedades osteoindutoras (capacidade
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de induzir formagao de osteoblastos através do estimulo para diferenciagéo de células
osteoprogenitoras de tecidos circundantes a lesdo), osteogénicas (capacidade de
produzir novo tecido 6sseo pela diferenciagdo de células osteoprogenitoras em
osteoblastos) e osteocondutoras (capacidade do enxerto de servir como suporte
mecanico para migragao celular, crescimento de vasos e tecido 6sseo novo), que
aceleram o processo regenerativo (DIAS et al., 2013; ORYAN et al., 2014). Contudo,
apresenta como importantes desvantagens prolongar o periodo trans-cirurgico, a
morbidade associada a area doadora e a quantidade limitada (DIAS et al., 2013;
BACALBASA et al., 2022). FELTRI e colaboradores, 2022, elaboraram uma revisao
sistematica onde avaliou-se os resultados, de 4 diferentes grupos de tratamentos para
defeitos 6sseos criticos em diafises de ossos longos, quanto taxas de unido por 12
intencao, complicagdes, reintervencao e falha. O grupo formado por autoenxertos e
aloenxertos foi 0 que apresentou menores taxas de complicagao e reintervengao, mas
ainda sim configurou em taxas de 25% e 23%, respectivamente, para os parametros.
Neste estudo concluiu-se que apesar da existéncia de diferentes técnicas para
tratamento de defeitos 6sseos de tamanho critico em ossos longos, nenhum deles
satisfaz plenamente em termos de seguranga, efetividade e duragdo do resultado. No
mesmo sentido, WISANUYOTIN e colaboradores, 2022, compararam os resultados
da aplicagcdo de enxertos autdlogo e alégeno em reconstrugdo tecidual apos
resseccao de tumores 6sseos. Observou-se que ambas as terapias tinham resultados
clinicos aceitaveis, porém as taxas de falha de reconstrucao avaliadas para enxerto
autodlogo e alogeno foram, respectivamente, 38% e 55,3%. Além disso, a complicagao
mais comum recorrente no grupo de avaliagdo do enxerto autdlogo foi a ndo unido
ossea (30%).
2.2.2 Enxerto alégeno

Os aloenxertos (cujo local doador de tecido e receptor de tecido sao de dois
individuos geneticamente diferentes da mesma espécie) resolvem as desvantagens
de quantidade e tempo transoperatoério pois a quantidade de tecido disponivel para
transplante é maior, podendo ser obtido de bancos de tecidos e ndo utiliza tempo do
procedimento cirurgico para retirada do enxerto do local doador. Apesar disso, ha
maior risco de rejeigcao e de infecgdo com o uso dos enxertos alégenos, além de serem
de maior custo e terem capacidade de osteoindugédo limitada e n&o serem
osteogénicos (DIAS et al., 2013; ORYAN et al., 2014).
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2.2.3 Biomateriais

A busca por novas alternativas terapéuticas conduziu ao estudo dos enxertos
sintéticos, que mimetizam o microambiente natural (FERNANDES et al.,2008;
GARCIA-GONZALEZ et al., 2020). Os biomateriais sdo normalmente osteocondutores
necessitando de contato com abundante vascularizagdo no tecido implantado para
sua atuacao eficaz. Contudo, os biomateriais ndo sao osteoindutores e nem
osteogénicos, tendo agado limitada em n&o unides devido a deficiéncia de
vascularizacdo (SHIRANE et al., 2010; GOMEZ-BARRENA et al., 2015; SULZER et
al., 2022).

2.2.4 Plasma Rico em Plaquetas (PRP)

A aplicagao de Plasma Rico em Plaquetas (PRP) no defeito 6sseo pode ser
uma opg¢ao, utilizada no intuito de concentrar fatores de crescimento no local da
fratura, possibilitando a aceleragdo da neoformagéo 6ssea (BARBOSA et al., 2008).
As plaguetas mimetizam o microambiente inicial da regeneragao de fratura apds lesao
(fase inflamatéria), proporcionando otimizagao da secreg¢ao de fatores promotores de
angiogénese e osteogénese através do recrutamento de células osteoprogenitoras
(STEWART, et al., 2019). Apesar de bons resultados, o PRP apresenta desvantagens
de aplicacao, tais como morbidade do local de aplicagédo, podendo ocorrer infecgao,
injuria tecidual ou formagao de cicatriz, quantidade limitada, ja que € um concentrado
de plaquetas autdlogo e falta de padronizagao no preparo e aplicagéo (SILVA, 2017;
REDDY et al., 2020; VAN LIESHOUT et al., 2021). Diversos estudos tratam sobre a
avaliagado do uso do PRP para promocao de consolidagdo 6ssea, mas os resultados
sao controversos e pouco consistentes, tanto por conta da falta de padronizagao do
plasma quanto pela fato de a analise ser, muitas vezes, realizada com a associagao
do PRP a outro meio terapéutico (STEWART, et al., 2019).

2.3 MSCs e EVs

Células estromais ou tronco mesenquimais (Mesenchymal Stem Cells - MSCs)
sao células nado especializadas com capacidade de diferenciacdo em qualquer
linhagem celular mesenquimal e de autorrenovagao (ZAKRZEWSKI et al., 2019;
POLIWODA et al., 2022). Tais células tém sido amplamente estudadas para
tratamento de lesbes em diversos tecidos pela sua caracteristica de secregcao de
fatores bioativos e imunomodulatérios em resposta ao microambiente em que foram

implantadas (HERTEL et al., 2022). Em tecido 6sseo, o uso de MSCs mostrou-se
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eficaz no reparo de defeitos 6sseos, em funcao das propriedades osteogénicas e
osteoindutoras que essas células sao capazes de exercer (FERNANDES et al., 2008).

Apesar de promissor, o uso das MSCs na rotina clinica ainda enfrenta
dificuldades relacionadas a escolha do tipo celular ideal e a idade do doador, por
envolver a necessidade de procedimento cirurgico invasivo em ambiente hospitalar
para coleta, e dificuldades na logistica de utilizagdo, devido a necessidade de
aplicagao de célula viva e metabolicamente ativa, como num transplante (HERTEL et
al., 2022). Outros fatores observados como limitantes do potencial terapéutico dessas
células sado perda de direcionamento celular apds implantacdo, baixa taxa de
sobrevivéncia celular e capacidade de diferenciacdo prejudicada das células
transplantadas (XUE et al., 2023).

Diversos estudos demonstraram que beneficios terapéuticos das MSCs se dao,
em sua maior parte, pela sua capacidade modulatéria e agéo paracrina e nao por sua
diferenciagdo. Isso ocorre por meio das vesiculas extracelulares (EVs), pequenas
estruturas envolvidas por uma bicamada lipidica sem capacidade de autorreplicagéo,
liberadas por diversos tipos celulares e envolvidas na comunicagao intercelular (XUE
et al., 2023; WELSH et al., 2023). Seu conteudo reflete o estado metabdlico da célula
mae no momento do brotamento, funcionando como um carreador de componentes
diversos, incluindo RNAs mensageiros (mRNAs), microRNAs (miRNAs), proteinas,
lipideos e DNA. E importante deixar claro que estes componentes correspondem aos
contidos na célula de origem no momento em que foram secretadas em um
microambiente especifico, portanto, sofrendo influéncia deste microambiente
(ELSHARKASY et al., 2020; HERTEL et al., 2022). Sendo assim, as EVs s&o grandes
candidatas ao uso em terapia celular regenerativa (IRFAN et al., 2022; XU et al., 2022).

A liberacdo das EVs e demais acgdes relacionadas a atividade terapéutica das
MSCs esta relacionada ao estimulo recebido no local de implantacdo. XUE e
colaboradores (2023) fizeram uma revisdo direcionada a avaliagdo do microambiente
celular, em busca de verificar sua influéncia nos fatores paracrinos liberados pelas
MSCs e, portanto, no efeito terapéutico exercido por elas. Estes autores concluiram
gue o microambiente de cultivo celular e o comportamento biolégico das MSCs afetam
sua atividade paracrina. A alteracao do microambiente de cultivo celular promove a
formacdo de um perfil de secrecdo diferenciado das células. Tal informagcao é
promissora para a medicina regenerativa a medida que por meio da modulagdo do

microambiente de cultivo celular, pode-se direcionar a agao paracrina das MSCs. O
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efeito do microambiente das MSCs nas EVs por elas liberadas também foi evidenciado
na revisao sistematica de Hertel et al. (2022), especificamente sobre diferentes
meétodos de pré-condicionamento para a producao de EVs para a regeneragao 6ssea.

Isso era esperado pelo proprio mecanismo fisiopatoldgico da consolidagéo de
fraturas. Apos uma fratura, o organismo apresenta resposta inflamatéria promovendo
a producédo de diversos fatores de crescimento e citocinas, tais como Fator de
crescimento latente-beta (LGF-Beta), produzido pela matriz 6ssea lesionada, e Fator
de crescimento derivado de plaquetas (PDGF) que comp&em o microambiente do foco
da lesdo. Estes e outros fatores como o peptideo antimicrobiano LL-37 e as
Metaloproteinases da Matriz (MMPs) propiciam a migracdao de MSCs de tecidos
adjacentes para atuagao no foco da lesdo. Com as MSCs no foco da lesdo o
microambiente da fratura atua sobre elas, e essa interacao entre MSCs, vias de
sinalizagdo e microambiente é fundamental para a regeneragcdo do tecido. Um
exemplo é a presenca do RANKL neste microambiente, que atua primeiramente
ativando a atividade osteoclastica, importante para remogéo dos debris da lesdo para
aposi¢cédo de um novo tecido ésseo. Apds a remogao do tecido lesionado, diversas vias
de sinalizagao proporcionam a diferenciagdo das MSCs em osteoblastos e condrdcitos
para posterior formagao de tecido 6sseo (HAN et al., 2025).

2.4 miRNAs

EVs sdo estruturas secretadas pelas MSCs, com habilidade de comunicagéao
entre as células pelo carreamento de diversas proteinas, acidos nucléicos, como por
exemplo os miRNAs, e lipidios (ZAKRZEWSKI et al., 2019; IRFAN et al., 2022). Os
mMiRNAs sado pequenas moléculas de RNA (fita simples) ndo codificantes, compostas
de 19 a 25 nucleotideos, e que atuam em diversas vias de sinalizagdo endogenas,
regulando a expressdo génica nos organismos multicelulares (LI et al., 2013;
SHARMA, 2017; IRFAN et al., 2022). Além disso, os miRNAs sao moléculas de alta
estabilidade e estdo presentes em amostras de facil obtengéo, tendo sido estudados
para utilizagdo terapéutica como biomarcadores pela sua participacdao em diversos
processos metabdlicos (XU et al., 2022).

Todas as células expressam diversos miRNAs. Quando estes sao liberados
para os fluidos organicos, passam a ser denominados miRNAs circulantes e atuam na
comunicagao célula-a-célula (JORGE et al., 2021). Ligando-se a alguma extremidade
nao traduzida (UTR) do mRNA, o miRNA maduro geralmente inibe a tradugao proteica

e, portanto, a expressao génica. Pode ocorrer também de o miRNA se ligar a uma
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regidao promotora do mRNA, resultando em estimulo da tradug&o proteica e ativagao
da expressao génica (JORGE et al., 2021; XU et al., 2022). A detecgao de sub ou
super expressdo de determinado miRNA pode ser utilizada para diagnodstico e
prognostico clinicos, além de uso para monitoramento de respostas terapéuticas e
estudo de vias de agao terapéutica (JORGE et al., 2021; XU et al., 2022).

Cada miRNA atua estimulando ou inibindo algum processo, de acordo com a
intervencdo em determinada via metabdlica. A associagdo com angiogénese e
osteogénese de alguns miRNAs ja foi demonstrada, sendo potencialmente
interessantes para tratamento de fraturas complicadas (IRFAN et al., 2022). Os
miRNAs: miR-20a, miR-21, miR-26a, miR-27a, miR-29a e miR-142 ja foram
associados ao reparo de defeitos ésseos (; LI et al., 2013; YOU et al., 2016; CHEN et
al., 2021; GROVEN et al., 2021; OKA et al., 2021; PENG et al., 2022;)

O miR-21 tem papel importante no remodelamento e na homeostase 6ssea por
atuar na comunicacao entre osteoblastos e osteoclastos. Num estudo realizado em
modelo murino, demonstrou-se a regulagéo positiva da diferenciacdo osteogénica e
de mineralizagdo 6ssea pelo miR-21 por meio do estimulo da expresséo de fatores
pré-osteogénicos, como a fosfatase alcalina (ALP), o Fator de Transcrigao
Relacionado ao Runt 2 (RUNX2), a Osteopontina (OPN), Osterix (OSX) e MeF2c (OKA
et al., 2021). Além disso, no mesmo estudo, se verificou que a deficiéncia do miR-21
acarretava a supressdo da expressdo dos referidos fatores proé-osteogénicos,
concluindo-se que este mMmIRNA tem potencial para ser um biomarcador de
osteogénese.

RUNX2 é um fator de transcricdo que se comunica com promotores de genes
alvo pelo seu dominio Runt, facilitando a remodelagcdo éssea pela interagdo com
proteinas e sequéncias de DNA. As principais isoformas de RUNX2, RUNX2 tipo 1
(RUNX2-1) e RUNX2 tipo 2 (RUNX2-Il) sdo derivadas da codificagao, pelo RUNX2, de
transcritos derivados dos promotores P1 e P2 e de splicing alternativo. O RUNX2 é
regulado positivamente durante a diferenciagdo osteoblastica, sendo expresso desde
a célula osteoprogenitora até os osteoblastos ao longo da diferenciagao celular. O tipo
1 € expresso de forma constante ao longo da diferenciagdo osteoblastica e o tipo 2
tem sua expresséo elevada quando é induzido pelas Proteinas Morfogénicas Osseas
(BMPs). Nos osteoblastos maduros, o RUNX2 sofre regulagao negativa. Sendo assim,
pela presenga constante ao longo da diferenciagdo da linhagem celular em células

osteoprogenitoras, o0 RUNX2 é o principal fator de transcricdo determinante da



18

formagéo 6ssea e marcador de diferenciagcdo osteoblastica (ZAINAL ARIFFIN et al.,
2022).

OSX é um gene também regulado positivamente ao longo da diferenciagao
osteoblastica e € mais um fator estimulado pelo miR-21. O OSX codifica um fator de
transcrigdo osteoblastico especifico, necessario para a ocorréncia da formagao ossea,
sendo altamente expresso nos primeiros dias da diferenciagcdo osteoblastica e,
portanto, considerado o principal responsavel pela formagao do esqueleto (ZAINAL
ARIFFIN et al., 2022).

AALP é considerada um marcador precoce para diferenciagao osteoblastica e
€ produzida pelos osteoblastos; sua concentragédo tem correlagao positiva com a taxa
de formagao 6ssea. A ALP aumenta a liberagao de fosfato inorganico local (estimulo
da mineralizagao 6ssea) e reduz o pirofosfato extracelular (inibidor da mineralizagao),
favorecendo a mineralizacdo Ossea (ZAINAL ARIFFIN et al.,, 2022). Wei e
colaboradores (2019) utilizaram a ALP como marcador de diferenciagao osteogénica
em experimento no qual foi detectado aumento significativo de sua expressdo em
exossomos derivados de MSCs em estagio inicial de diferenciagdo osteogénica.
Assim como no estudo de WEI e colaboradores, a ALP foi constantemente utilizada
para estudos que avaliaram a diferenciagao osteogénica e a mineralizagao in vitro (LI
et al., 2018; XIE et al., 2020; HERTEL, 2023). OPN, outro fator estimulado pelo miR-
21, é uma molécula 4cida que, em co-expressdo com a Sialoproteina Ossea (BSP),
regula a remodelagéo déssea. A elevada expressdao de OPN e BSP indica processo
osteogénico, a medida que a OPN realiza a adesao de osteoclastos a matriz 6ssea e
BSP, uma molécula carregada negativamente, e capaz de promover a aposi¢cao 6ssea
pelo isolamento de ions calcio e conservagao de regides com potencial de formacgao
de cristais de hidroxiapatita, além de ativar os osteoclastos fixados pela OPN (ZAINAL
ARIFFIN et al., 2022).

O fator de transcricdo MeF2c é promotor de diversas vias organicas, dentre
elas a ossificagcdo endocondral. Esse marcador € associado com densidade mineral
o0ssea, metabolismo 6sseo e na determinagcdo do destino da célula osteogénica. O
MeF2c possui genes alvo diretamente envolvidos no metabolismo 6sseo, como o gene
que codifica a cadeia alfa 1 do colageno tipo X (Col10a1), marcador classico de
condrdcito hipertréfico, presente na placa de crescimento 6ésseo (MORFIN et al.,
2025). Col10a1 produz uma proteina denominada colageno X, presente na cartilagem,

e sO é ativado na presenca de MeF2c. Sua ativagéo € essencial para permitir que os
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condrdcitos atinjam a fase hipertréfica da formagao 6éssea endocondral (ARNOLD et
al., 2007).

LI et al. (2013) identificaram a associagao entre superexpressdo do miR-26a e
a otimizagao da formagao 6ssea e de vasos sanguineos. Observou-se que o miR-26a
atuava na regulagdo positiva do acoplamento angiogénese-osteogénese, por
promover diferenciagcdo osteoblastica e ter como alvo reguladores negativos da
angiogénese e osteogénese, tais como o homologo de fosfatase e tensina (PTEN) e
a E-caderina, inibindo-os.

PTEN é antagonista da via de sinalizagdo PI3K/AKT. Essa via € responsavel
pela regulacédo de proliferacdo e diferenciacao celular, além de participar de outros
processos metabdlicos, e possui importancia na regulagcdo da homeostase dssea,
influenciando tanto a formacdo quanto a reabsorcdo Ossea. Tal via controla a
densidade mineral 6ssea pela promocgao de diferenciagao e proliferagao osteoblastica.
Além disso, a via de sinalizagdo PI3K/AKT atua na formagé&o de novos vasos
sanguineos, regulando diversas etapas cruciais da formagdo de novas estruturas
capilares, como sobrevivéncia das células endoteliais e migragcéo celular (LI et al.,
2013; HADDADI et al., 2018; KANG et al., 2022).

A E-caderina é uma proteina que atua na adesdo entre células epiteliais,
mediando a fus&o de varios tipos celulares, e € expressa pela linhagem mondécito/
macroéfago. Esta envolvida na diferenciagao osteoclastica, estando expressa em alta
concentragado durante as fases iniciais da diferenciagao celular em osteoclastos. O
bloqueio dessa proteina promove redugdo da concentragdo de células e fatores
fundamentais para a fusdo entre células para geracéo dos osteoclastos, responsaveis
pela reabsorcao oOssea. A redugcdo do numero de células multinucleadas TRAP+
(Fosfatase Acida Resistente a Tartarato), reducdo de Catepsina K, proteina
transmembrana especifica de células dendriticas (DC-STAMP) e Fator nuclear de
células T ativadas (NFATc1) pelo bloqueio da E-caderina, gera redugao da formagéao
osteoclastica, ocasionando reabsor¢céo 6ssea (FIORINO et al., 2016).

Assim como miR-21 e miR-26a, o miR-20a também é um regulador da
diferenciagao osteoblastica (LI et al., 2013). Ele promove a diferenciagdo osteogénica
por ativar a via de sinalizagao da proteina morfogenética 2 (BMP2) pela inibigédo dos
fatores SMAD6 e BAMBI (inibidor ligado a membrana da actina), que regulam
negativamente a via BMP2. Com isso, miR-20 também foi considerado como bom alvo

de estudo para a engenharia de tecido 6sseo (PENG et al., 2022).
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O miR-27a foi objeto de estudo de YOU e colaboradores (2016), e se mostrou
fundamental para a diferenciacdo das células-tronco mesenquimais na linhagem
osteoblastica pela ativacao da via de sinalizagdo Wnt. Os autores observaram que a
alta expressao deste miRNA favorece a diferenciagdo osteogénica, ao passo que a
reducao de sua expressao favorece a diferenciagdo das MSCs em adipdcitos, o que
ocorre na osteoporose (YOU et al., 2016).

De maneira analoga, CHEN e colaboradores (2021) identificaram outro miRNA
associado a diferenciagao osteoblastica das MSCs. Os autores observaram que o
miR-142 era capaz de aprimorar a fungédo das células endoteliais da veia umbilical
humana e de promover osteogénese. Asuperexpressdo de miR-142 promove redugao
da expressao do receptor 1 do fator de crescimento transformante beta (TGFBR1),
que é um receptor de membrana ativado pelo TGF-p (CHEN et al., 2021; WU et al.,
2024). A ativagao deste receptor promove a fosforilagédo da proteina SMAD2, o que
desencadeia a producao de fatores antiangiogénicos como TSP-1 e o fator soluvel em
tirosina quinase - 1 (sFlIt1). A otimizagcao/aceleragao dos processos de angiogénese e
osteogénese pelo miR-142 se da pela supressdo da via de sinalizagao
TGFBR1/SMAD2 (CHEN et al., 2021).

Em 2021, GROVEN e colaboradores verificaram o papel do miRNA-29a na
reparagcao oOssea, pelo aumento da atividade dos osteoblastos e da represséo da
expressao da proteina Ligante do Receptor Ativador do Fator nuclear Kappa B
(RANKL) e da quimiocina CXCL12 (ou Fator 1 derivado de células estromais - SDF-
1), responsaveis por estimulo da osteoclastogénese, favorecendo a reabsorgao
o0ssea. O miR-29a inibe a secregcdo da proteina RANKL pelos osteoblastos, pela
ligacdo com o terminal ndo traduzido 3’ (3'-UTR) da proteina, e inibe também a
expressdao de CXCL12, quimiocina que atua promovendo a diferenciacao
osteoclastica, pela regulagdo negativa de acetilagdo do residuo de lisina na posigéo
N-terminal 27 da proteina histona H3 (H3K27ac) nos promotores CXCL12 (LIAN et al.,
2019; WU et al., 2023).

2.5 Tipos de pré-condicionamento para regeneragao 6ssea

Em estudos anteriores, diferentes métodos de pré-condicionamento de MSCs
foram aplicados no intuito de otimizar a acao das EVs provindas dessas células em
regeneragao ossea. Os estudos se basearam em pré-condicionamento por indugao
quimica ou por alteragbes das condi¢des de cultura ou através de modificagdes

genéticas ou com associagao entre dois destes métodos (HERTEL, et al., 2022). A
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revisao sistematica de 2022, elaborada Hertel e colaboradores, membros da mesma
equipe de estudo do presente trabalho, abordou 18 artigos no intuito de analisar os
diferentes métodos de pré-condicionamento de MSCs utilizados no intuito de coleta
de EVs para aplicagdo em promogado de ostegénese e/ou angiogénese, fatores
ocorrentes na regeneragao do tecido 6sseo. Dos diferentes métodos observados,
todos se mostraram eficientes na otimizagcdo do efeito terapéutico das EVs na
formagcdo d6ssea, mas a comparagdo minuciosa entre eles nao foi possivel de ser
realizada, ja que além da variagdo dos métodos de condicionamento, os estudos
tinham variagbes também quanto ao tipo celular utilizado, concentracédo de EVs
utilizada e suportes (scaffolds) associados ao tratamento. Apesar de tal dificuldade,
concluiu-se a partir da revisdo, que a composi¢cado do microambiente de cultivo das
MSCs exerce influéncia direta no efeito terapéutico das EVs liberadas por elas e |,
portanto, é possivel, através de sua modulagéo, otimizar os efeitos terapéuticos.
Ivanisova e colaboradores, 2023, elaboraram uma revisdo para focada em
regeneracao osteocondral através do uso de meios de cultura condicionados. Neste
estudo verificou que a abordagem de MSCs em meio condicionado, e as EVs,
provindas das mesmas, para aplicacdo terapéutica em afeccdes ésseas in vitro
demonstra grande potencial para aplicagao in vivo, na rotina clinica. A multiplicagao
da cultura celular em larga escala sem alterar o conteudo celular/vesicular, ainda € um
desafio, ja que os meios do pré-condicionamento da cultura contém diferentes
moléculas. Por isso os meios de cultivo devem ser bem padronizados e adequados a
diferentes objetivos conforme a demanda de aplicagao. Arevisao também destaca que
0 uso de meio de cultura condicionado permite a modulagdo das MSCs e também de
um de seus “produtos”, as EVs. O uso das EVs permite aplicagao direta no local de
interesse, reducao do risco de baixa sobrevivéncia celular que pode ocorrer quando
forem aplicadas MSCs ao invés de EVs, e aumento da biosseguranca (menor chance

de imunogenicidade).
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3 JUSTIFICATIVAE OBJETIVOS

Fraturas de ossos longos sdo as mais frequentes dentre as fraturas
encaminhadas para rotina clinica médica e cirurgica de caes e gatos. Pela escassa
cobertura de tecidos moles e vascularizacdo das extremidades distais de ossos
longos, essas regides sao predispostas a complicagdes na consolidagado de fraturas,
como, a ndo unido O6ssea. Atualmente existem meios de tratamento destas
complicagdes como enxerto autdlogo de 0sso esponjoso e o uso de PRP, porém, com
sucesso ainda insatisfatorio.

No estudo intitulado “Extracellular vesicles from preconditioned mesenchymal
stromal cells for bone regeneration” realizado por HERTEL (2023) observou que EVs
provindas de células estromais mesenquimais perivasculares do cordao umbilical
canino (cPVMSCs) pré-condicionadas em meio osteogénico apresentaram
importantes vantagens em relagdo as EVs obtidas das mesmas células sem o pré-
condicionamento. Entre tais vantagens esta a maior quantidade de EVs, importante
para obtencdo em larga escala em produgéo para aplicagéo in vivo. O autor ainda
ressalta que ambas as EVs, provindas de MSCs pré-condicionadas e nao pré-
condicionadas, ndo aumentaram a proliferacdo celular, mas foram capazes de
aumentar a diferenciagcdo celular e mineralizagdo 6ssea. Ainda, apesar das EVs
obtidas de MSCs nao pré-condicionadas favorecerem a diferenciagcao ossea in vitro,
as EVs pré-condicionadas mostraram, além dessa caracteristica, o aumento da
migragao celular de novas células osteoprogenitoras, essencial para consolidagao do
defeito 6sseo. Concluiu-se, portanto, que as EVs derivadas de cPVMSCs sao 6timas
candidatas para aplicagdo em regeneracao de defeitos dsseos.

Assim, considerando que foi demonstrado que ambas as EVs apresentaram
aumento na diferenciagcdo celular, que as EVs de cPVMSCs pré-condicionadas
apresentaram maior efeito na migracdo celular, e que miRNAs demonstraram
associagao com os processos de osteogénese, objetivou-se com o presente trabalho,
avaliar a expressao de miRNAs especificos, nas EVs derivadas de cPVMSCs com e
sem pré-condicionamento osteogénico, pré-selecionados por conhecida atuagéo em
angio e/ou osteogénese. Assim, buscou-se avaliar a influéncia do microambiente
osteogénico in vitro nos miRNAs de EVs. Tém-se, entdo, os seguintes objetivos
especificos:

= Verificar a presenga dos miRNAs cfa-miR-21, cfa-miR26a, cfa-miR-27a e
cfa-miR-29a, nas EVs derivadas de cPVMSCs;
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= Comparar a expressao destes miRNAs nas EVs provindas das MSCs pré-
condicionadas em meio osteogénico com os expressos pelas EVs provenientes das

células que ndo passaram por tal condicionamento.
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4 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

O presente estudo foi registrado sob o numero de registro 50559482075 e da
continuidade ao projeto de obtencao e caracterizagdo das EVS de cPVMSCs (reg. n.
50559275892/SISPPG/UFV; CEUA/UFV, n. 07/2022) descrito anteriormente. Assim,
utilizou as EVs obtidas durante o projeto anterior e, portanto, ndo envolveu
manipulagéo animal.

4.1 Preparagao das Vesiculas Extracelulares em Etapas Anteriores

A metodologia de obtencao e a caracterizagdo das EVs de cPVMSCs foram
realizadas e descritas anteriormente (HERTEL, 2023). Brevemente, corddes
umbilicais provenientes de cesarias terapéuticas de cadelas no Hospital Veterinario
da Universidade Federal de Vigosa (HOV-UFV) foram coletados e seus vasos foram
utilizados para o isolamento das cPVMSCs. As células foram cultivadas em meio de
proliferacdo contendo DMEM, soro fetal bovino e solugao de antibiéticos, até a quarta
passagem quando entdo receberam meio de coleta (meio de proliferagdo néao
acrescido de soro fetal bovino) no grupo de cPVMSCs néo pré-condicionada (CTRL-
EVs: amostras cinco e seis). Este meio foi acrescido de fatores osteogénicos para
obtengado das amostras do grupo OSTEO-EVs (amostras um, dois, trés e quatro). Em
ambos os grupos, as cPVMSCs permaneceram em meio de coleta por 48h antes dos
processos para obtencéo das EVs. Estes meios passaram entdo, separadamente, por
ciclos de centrifugacgéo, filtragao e ultracentrifugacéo de acordo com Hertel (2023). As
vesiculas obtidas foram armazenadas a -80°C, divididas em seis amostras, sendo
quatro delas de EVs provenientes de cPVMSCs pré-condicionadas em meio
osteogénico (OSTEO-EVs), e duas amostras de EVs provenientes das células sem
pré-condicionamento (CTRL-EVs). Os detalhes dessa metodologia ndo foram aqui
incluidos devido a solicitagdo de patente da metodologia de produgéo das EVs pre-
condicionadas.

4.2 Nanotracking Analysis (NTA)

Para o rastreamento de nanoparticulas (NTA), utilizou-se o equipamento
Nanosight Malvern-NS300 da Faculdade de Farmacia da Universidade Federal de
Minas Gerais (UFMG). Para o preparo das amostras, utilizaram-se 50 pyL de cada uma
das amostras em eppendorfs de 1,5 mL. Para cada uma das amostras, adicionaram-
se 950 uL de PBS. Apds o preparo, as amostras foram injetadas no equipamento com

seringas de 1mL a temperatura ambiente e um total de cinco ciclos de 2 minutos foram



25

gravados, realizando-se a leitura no aparelho e analise no software analitico NTA 3.1
(Nanosight Ltd.).
4.3 Anadlise de miRNAs
4.3.1 Selegao de sequéncias (primers alvo)

Com base em descri¢gdes da literatura, foram selecionados seis miRNAs alvo
(primers-alvo) com conhecida agao em diferenciacéo osteoblastica das MSCs (tabela

1). Cfa-U6 foi utilizado como primer endégeno.

Tabela 1 - Sequéncias dos primers alvo caninos selecionados para analise

miRNA Sequéncia

Cfa-miR-20a 5-TAAAGT GCT TAT AGT GCA GGT AG-3’
Cfa-miR-21 5-TAG CTTATCAGACTGATGTTGA-3
Cfa-miR-26a 5-TTC AAG TAATCC AGG ATAGGC T-3
Cfa-miR-27a 5-TTCACAGTG GCTAAATCG GTTA-3
Cfa-miR-29a 5- TAG CAC CAT CTGAAATCG GTTA-3
Cfa-miR-142 5- CCC ATAAAG TAGAAAGCACTA-3
Cfa-U6 5-CGC TTC GGC ACATATAC-3

Metabion international AG

4.3.2 Extracao do conteudo de miRNAs das amostras

A extracao dos miRNAs das EVs foi realizada utilizando-se o kit NucleoSpin®
miRNA Plasma (Alemanha), de acordo com as instrugdes do fabricante.

Resumidamente, 300 uL de cada uma das amostras foram lisados com uso de
90 pL de tampao de lise MLP. O lisado foi entdo homogeneizado em vértice por 5
segundos e incubado a temperatura ambiente por 5 minutos. Para a purificagdo do
miRNA foram adicionados 30 uL de tampao de precipitacdo de proteinas MPP ao
lisado. A solucao foi levada em eppendorf ao vortice por 5 segundos a temperatura
ambiente e posteriormente centrifugada por 3 minutos a 11000 g para granulagao

proteica. Nessa etapa ocorre a separagao da solugdo em duas fases, uma fase inferior
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organica, na qual estdo precipitadas as proteinas e uma fase superior aquosa, que
contém o miRNA das amostras. O sobrenadante foi entdo transferido para um novo
microtubo e o precipitado foi descartado. No novo microtubo foram adicionados 400
ML de Isopropanol, com intuito de fornecer condi¢cbes de ligagao apropriadas para
todas as moléculas de miRNA, e o mesmo foi levado ao voértice por mais 5
segundos. A amostra foi entdo transferida para uma coluna de miRNA NucleoSpin®
(membrana de silica), previamente colocada em um tubo coletor de 2 mL sem tampa,
e o conjunto foi incubado por 5 minutos a temperatura ambiente. O miRNA total se
ligou a membrana. A amostra foi entdo centrifugada por 30 segundos a 11000 g e
descartou-se o liquido filtrado. A coluna passou por sucessivas lavagens com solugao
tampéao, centrifugacdes e descarte do filtrado para remogéao do fenol contido no kit e
outros contaminantes. O RNA de alta qualidade foi entdo eluido, adicionando-se a
membrana da coluna um pequeno volume de agua livre de RNase (30 uL), seguindo-
se incubagao, centrifugacéo, descarte da coluna e armazenamento do liquido filtrado.
Foram obtidos 30 uL de miRNA total.
4.3.3 Quantificagao do RNA total das amostras

A concentragdo de RNA total foi determinada pela absorbancia no NanoDrop
Lite (Thermo Scientific™, Waltham, Estados Unidos). Para isso, 2 yL de cada amostra
foram levados ao equipamento para mensuragdo da concentragcéo e da pureza do
RNA presente nas amostras. Os indices avaliados pelo equipamento sdo A260/A280
(avaliagéo da pureza) e A260 (quantificagao da concentragao de RNA na amostra).
Valor de A260/A280 entre 1,8 e 2,0 é o ideal, representando amostras com pouca ou
nenhuma contaminagao por proteinas ou compostos organicos.
4.3.4 Confecgcao do cDNA
4.3.4.1 Poliadenilagao

Devido ao pequeno tamanho dos miRNAs, foi necessario alonga-los para
fornecer maior estabilidade. Esse alongamento é feito por meio de reagdo de
poliadenilagéo na regido 3'. Na extremidade &', foi inserido um primer adaptador para
transcriptase reversa, formando uma cauda universal (tag de sequéncia universal) em
cada cadeia de cDNA sintetizada.
4.3.4.2 Conversao de miRNA em cDNA

A conversao dos miRNAs em cDNA ou a Sintese do cDNA para cada uma das
amostras foi realizada com uso do kit miRNAFirst-StrandcDNASynthesis (Agilent

Technologies, Califérnia, EUA). Foram utilizados 80 ng de RNA extraidos por reagao.
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4.3.4.3 Quantitative Reverse Transcription PCR (RT-qPCR)

Para testar as seis amostras para os sete primers (seis primers alvo + primer
endégeno UG6), foi realizada a preparagao de duas placas de 96 pogos. Na placa um
testaram-se as amostras um, dois e trés e a amostra seis foi eleita como controle. Na
placa dois a amostra seis também foi utilizada como controle e foram testadas as
amostras quatro e cinco.

A montagem das placas foi feita considerando volume final de 25 uL por pogo
(6,3 pL de cDNA das amostras ou agua, nos pogos NTC, e 18,7 uL de mistura de
reagentes: primer universal, Master Mix, CXR, primer alvo e agua livre de RNase).

O protocolo da RTqg-PCR utilizado foi o sistema GoTaqg® qPCR Master Mix
(Promega Corporation). O equipamento foi programado para aquecimento até 95°C
por 2 minutos, na ativagcdo da polimerase. Realizaram-se 60 ciclos de desnaturacao
(95°C por 15 segundos), anelamento e amplificagao (60°C por 1 minuto).

Utilizou-se o equipamento Applied Biosystems QuantStudio 5 - Real Time PCR
System (Thermo Fischer ™) para realizagao da PCR, com a detec¢éo da fluorescéncia
ao final de cada fase de extensdo. O método AACt foi aplicado para quantificagao
relativa. Para descartar a presenca de contaminagdes por produtos inespecificos da
PCR, como dimeros de primers, foi realizada a analise da curva de dissociagao de
todos os produtos ao final da reagcdo. O controle enddgeno utilizado foi U6 para
correlagao e quantificagao relativa da expressédo dos miRNAs alvo (Cfa-miR-20a, Cfa-
miR-21, Cfa-miR-26a, Cfa-miR-27a, Cfa-miR-29a e Cfa-miR-142). Tanto o primer
universal, fornecido no Kit miRNA First-Strand cDNA Synthesis (Thermo Scientific),
quanto os primers-alvo foram utilizados na concentrag&o original do primeiro, 3.125
MM.
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5 RESULTADO E DISCUSSAO
5.1 NTA

A andlise de rastreamento de nanoparticulas foi realizada e somada a outras
duas técnicas para caracterizagdo das EVs, o Western Blotting (WB) e a Microscopia
Eletronica de Transmissao ( Transmission Electron Microscopy -TEM), realizadas em
projeto anterior. O NTA é uma avaliagao essencial para analisar a concentragédo de
particulas por mL e o tamanho (nm) das vesiculas (grafico 1), observando-se que em
ambos os grupos a maior parte das vesiculas apresentaram o tamanho esperado para
sua caracterizacao (200 nm), apesar de mostrarem-se heterogéneas em tamanho.

Aqui, o NTA foi utilizado primordialmente para quantificacéo e verificagcao de
padréo, que demonstrou os seguintes resultados. As modas do tamanho das vesiculas
das amostras OSTEO-EVs foram de 185,3 £ 7,8; 198,5 £ 9,9; 188,0 + 11,4 € 205,6
17,6 nm, enquanto que as modas em relacao ao tamanho para as amostras CTRL-
EVs foram de 234,3 + 27,6 e 246,8 + 58,4 nm. A NTA determinou a concentracao das
EVs nas amostras (particulas/mL) sendo: 1,47X10° + 2,65X108; 4,70X10° + 1,62X108;
1,44X10°% + 1,94X108 e 1,83X10° + 1,76X10® para as amostras OSTEO-EVs e
5,71X108 + 1,08X108 e 8,34X10% + 1,66X108 para as amostras CTRL-EVs.

Tais resultados estdo de acordo com HERTEL (2023) que avaliou que o pré-
condicionamento das células em meio osteogénico proporcionou maior rendimento de
EVs, verificado pelo maior numero de particulas por mL do que no grupo sem pré-
condicionamento. WANG e colaboradores (2018) também observaram aumento do
rendimento de EVs em grupo proveniente de células com indugédo osteogénica. De
forma semelhante também quanto a morfologia, tendo as OSTEO-EVs se mostrado
menores do que nas amostras CTRL-EVs. Tal fato provavelmente se relaciona a
origem das EVs, por serem provenientes de células-tronco condicionadas em um meio
com fatores osteogénicos, proporcionando proliferagdo e maturagdo (processo de
formacao estrutural e funcional das EVs) mais rapida do que as vesiculas das células
nao estimuladas, que chegaram a tamanhos maiores, mas em menor quantidade.
SHEKARI e colaboradores (2023) defendem que se padronize um meio de cultura
celular para obtengéo de EVs destinadas a terapia celular, diferente do meio de cultura
utilizado para pesquisas basicas de EVs, exatamente pelo fato do meio de cultivo atuar
diretamente na liberagdo e composi¢ao bioquimica das EVs, portanto, também agindo

na fungéo a ser desempenhada por essas estruturas.
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A diferenca entre o tamanho das vesiculas talvez possa estar relacionada ao
estresse celular gerado pela falta do soro fetal bovino no meio de coleta durante 48 h,
como também discutido por LEHRICH et al. (2021). O soro fetal bovino (SFB)
comegou a ser utilizado nas culturas celulares em 1958 como estimulador de
crescimento celular (URZi et al., 2022). Ele contém aminoacidos, proteinas, vitaminas,
fatores de crescimento, sais, dentre outras substancias que sdo essenciais para a
fixagdo e manutengdo das células cultivadas e estabilidade do meio de cultivo
(CHELLADURAI et al., 2021). Interessantemente, LEHRICH, et al. (2021) relatam que
83% dos membros da Sociedade Internacional de Vesiculas Extracelulares (ISEV)
fazem o uso de meio de cultura condicionado como material de partida, sendo que
mais da metade destes utilizam meios contendo Soro Fetal Bovino como aditivo em
sua composicdo para estudos tanto in vitro quanto in vivo. URZI et al. (2022) pontua
que, ao mesmo tempo que a proliferacao celular de MSCs da medula éssea de
humanos é diretamente proporcional a concentragao de soro fetal bovino no meio, a
producao de fatores como interleucina 10 e indoleamina 2,3-dioxyigenase 1 pelas
MSCs tem o6tima produg&o com porcentagem de 7 a 10 % de soro no meio de cultivo.
Porcentagens maiores acabam por reduzir a produgéo destes. Com isso é de grande
importancia que o meio de cultivo seja preparado com concentragdes adequadas de
aditivos, coerentes com a viabilidade da cultura celular envolvida no presente estudo.

Apesar de comumente ser utilizado e das referidas vantagens do uso do SFB,
por ser um componente animal, tem composicao nao padronizada e varia de forma
importante entre lotes. Arevisdo de URZI e colaboradores (2022) ressalta a influéncia
do lote no perfil do SFB, pela comparacgao entre trés lotes de diferentes fabricantes na
acao em cultura de células epiteliais pigmentadas adultas da retina. O crescimento da
cultura celular promovido e o perfil protedbmico sérico foram distintos entre as culturas
que receberam cada lote. Pedraza e colaboradores (2007) verificaram a presenca de
cristais de oxalato de calcio em alguns lotes de soro e avaliaram que presencga destes
alterava a adesao celular. Além da variacao de fabricante do lote, a variagdo da
qualidade e do momento de coleta do soro também altera a cultura celular. Ja
Barasova et al. (2021) observaram alteragéo de crescimento, viabilidade e morfologia
celular em cultivos com soros de lotes obtidos em estagdes distintas. Tal variagado nos
lotes de SFB e sua influéncia na atividade celular in vitro é conhecida ja a algum
tempo, tendo Marazzi et al. (2011) relatado a presencga residual de endocanabindides

como a Araquidonoiletanolamida (AEA) e o 2-araquidonoilglicerol (2-AG), além de N-
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etanolaminas em lotes de SFB de diferentes fabricantes. Estes compostos atuaram
em receptores de células do sistema imune como mondcitos e macréfagos,
interferindo em diversas vias de sinalizacao e, consequentemente, no comportamento
celular, afetando diretamente o resultado final dos testes realizados.

Além disso, o SFB pode conter EVs provenientes do préprio soro, que
apresentam propriedades diferentes das EVs de interesse e que podem ser
confundidas com estas por possuirem tamanho, densidade e/ou componentes de RNA
semelhantes. Isso pode proporcionar maior heterogeneidade na populagdo de
vesiculas e gerar resultados equivocados em analise de EVs. Apesar de poderem
conter fatores contaminantes e serem confundidos com as EVs de interesse do
estudo, pesquisas tém sugerido que as EVs proprias do SFB tém papel importante no
crescimento e na viabilidade celular, com mecanismo ainda pouco estudado
(LEHRICH et al., 2021). Sendo assim, THERY e colaboradores (2006) propuseram
alternativas, dentre elas, a realizagcdo de um protocolo para deple¢ao das EVs séricas
do SFB, incluindo a diluicdo do meio com soro fetal bovino e a realizacao de
ultracentrifugacao em alta velocidade. Apesar disto, o processo n&o é capaz de tornar
0 meio equivalente ao meio livre de SFB e, além disso, os processos de deplecao de
vesiculas provenientes do SFB sdo baseados em densidade e tamanho de particulas
podendo ocorrer a retirada de particulas diferentes das EVs séricas. Adicionalmente,
0 uso destes protocolos de deplegcao tem mostrado variagdo muito grande de resposta
celular nos meios de cultura entre os diversos estudos (LEHRICH et al., 2021). Shelke
et al. (2014), por exemplo, verificaram que, em comparagdao com o meio de cultivo
sem deplecdo das EVs do SFB, no meio com a deplegdo, ocorreu prejuizo na
migracao celular, e Angelini et al. (2016) observaram que o0 processo de
ultracentrifugacdo ocasionou redugado no diametro das células. Por fim, outra
desvantagem da utilizagdo do SFB também relacionada a procedéncia animal e a nao
padronizagdo no processo de obtencdao do soro, € a maior possibilidade de
variabilidade do produto final e do mesmo conter proteinas e outros fatores
imunogénicos, os quais, em aplicagdo clinica, tém alto potencial de xenoimunizagao
e de possibilidade de transmissao indesejada de agentes zoondticos (LEHRICH et al.,
2021). Com desvantagens tao importantes para a aplicagao final das EVs, optou-se
por utilizar no presente projeto a metodologia de meio de coleta sem SFB.

Apesar disso, a auséncia do SFB em meios de cultivo celular € um fator muito

discutido pois sua auséncia também traz importantes pontos negativos. Diante
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desses fatores pros e contras do uso do SFB, pesquisadores de EVs estudaram, in
vitro, o uso de meios livres de SFB para isolamento das EVs provenientes das células
em cultivo. Observou-se que a troca do meio que requer o uso do SFB por meio livre
de soro no momento de confluéncia celular recomendado para obtengdo das EVs
ocasionou estresse, autofagia celular, alteragdes no fendtipo celular e no conteudo
das EVs liberadas, e consequentemente de seus efeitos nas células alvo (LEHRICH
et al., 2021). A privagao de SFB ¢é associada a morte celular em MSCs, além de gerar
alteracdo no numero e em fatores estruturais das EVs liberadas pelas células
cultivadas, como conteudo e tamanho (ZHU et al., 2006; POTIER et al., 2007; SUN et
al., 2014; GUDBERGSSON et al., 2016;). Apesar desses fatores, a opgcao pela
auséncia do SFB no meio de coleta foi realizada na metodologia do presente projeto
tendo como base: (i) os resultados in vitro, que demonstraram efeito das EVs na
migracdo e na diferenciagcdo osteogénica e (ii) considerando sua utilizagédo
terapéutica, obter um produto com menor probabilidade de agdo imunogénica. Apesar
da auséncia do SFB no meio de cultivo, as vesiculas foram mantidas no mesmo por
tempo curto, apenas 48 h. Com isso, embora tenha ocorrido heterogeneidade de
tamanho entre as EVs, provavelmente por estresse celular, a capacidade carreadora
de fatores dessas estruturas ainda foi observada, visto que, in vitro, tanto as CTRL-

EVs quanto as OSTEO-EVs se mostraram eficientes na diferenciagcéo osteogénica.

Gréafico 1 - Curvas de concentracao por tamanho das EVs
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NTA 3.1 (Nanosight Ltd.)

Nota: O grafico A corresponde aos grupos de EVs de MSCs pré-condicionadas com fatores
osteogénicos (OSTEO-EVs). O grafico B corresponde aos grupos de EVs de MSCs sem pré-
condicionamento (CTRL-EVs). A amostra 2 (198,5 + 9,9 nm; 4,70X10° + 1,62X108 particulas/mL) foi
utilizada para exemplificar o grupo OSTEO e a amostra 5 (234,3 + 27,6 nm; 5,71X108 + 1,08X108
particulas/mL) foi utilizada para exemplificar o grupo CTRL.
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Previamente, a avaliagdo das amostras por NANODROP demonstrou a

quantidade de miRNA presente nas amostras analisadas, dado que foi utilizado para

a realizagao dos procedimentos seguintes (tabela 2).

Tabela 2: Quantificagdo da concentragdo de RNA nas amostras de EVs provindas de

MSCs de corddes umbilicais caninos (A260) e avaliagdo da pureza
(A260/A280) pelo NANODROP.

Amostra miRNA (ng/uL) A260/A280
1 6,2 1.71
2 5,9 1,76
3 20,7 1,44
4 6,7 1,65
5 9,3 1,53
6 6,0 1,73

Elaborada pela autora.

Apos o tratamento dos dados obtidos a partir de PCR quantitativa em tempo

real, a express&o génica dos miRNAs de interesse no grupo tratado (OSTEO-EVs) em
relacéo ao controle (CTRL-EVs) foi avaliada. Os miRNAs Cfa-miR-20 e Cfa-miR-142

foram excluidos dos resultados devido a reprodutibilidade insuficiente dos dados e

sua analise sera realizada em projetos futuros.

Observou-se que os quatro miRNAS avaliados apresentarem-se mais

expressos no grupo OSTEO-EVs do que no controle (CTRL-EVs) (gréfico 2).
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Grafico 2 - Avaliacdo da expressao génica nos grupos controle (ndo condicionado) e tratado
(condicionado)

20
18
18
18 15
14
w
212
o
S 10
- 8
o 8 7
L
3]
4 3
2
. - - []
miR-21 miR-26a miR-27a miR-29a
B CTRL-Evs (meio ndo condicionado) B OSTEO-Evs (meio condicionado)

Elaborado pela autora

Legenda: O eixo horizontal faz referéncia aos miRNAs analisados nas amostras e o eixo vertical se
refere a expressao génica relativa (“fold change”) do gene alvo entre grupo de EVs provindo de MSCs
com pré-condicionamento osteogénico e grupo de Evs provindas de MSCs sem pré condicionamento.

Os quatro miRNAs avaliados, como relatado anteriormente, tém agdo na
promocao da regeneracdo Ossea por meio da interagdo com diversas vias de
sinalizacdo, e, como esperado, 0 meio osteogénico promoveu o aumento da
expressao destes miRNAs nas EVs das cPVMSCs. O miR-27a mostrou expressao
mais de 18 vezes maior no grupo das OSTEO-EVs, sendo o gene que se apresentou
mais expresso na amostra tratada, dentre os quatro genes alvo. Em seguida o miR-
26a mostrou-se oito vezes mais expresso nas OSTEO-EVs do que nas CTRL-EVs, o
miR-21, cinco vezes mais expresso e miR-29a, 3,5 vezes mais expresso.

Adiferenga de expressao génica dos miRNAs relacionados com a regeneragao
0ssea e vascular entre os grupos sugere que o microambiente no meio de cultivo pré-
condicionado atua sobre as MSCs, que respondem com o aumento da atividade
efetora. Tal observacgao esta de acordo com o relatado por HERTEL et al. (2022), de
que as células apresentam diferentes respostas de acordo com o microambiente em
que se encontram. Com isso possibilita-se a modulagao de conteudo e agéo das EVs

liberadas por essas células.
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A alteragdo do microambiente de cultivo exerce influéncia sobre o metabolismo
das células, observada no presente trabalho pela diferente expressdo dos miRNAs
alvo nas OSTEO-EVs, e no estudo anterior (HERTEL, 2023), quando se observou que
as OSTEO-EVs tiveram maior agao na migragao celular in vitro. De forma semelhante,
WEI et al. (2019) observaram que vesiculas provenientes de células com indugao
osteogénica apresentavam efeito pro osteogénico.

A interacdo entre microambiente e MSCs é uma via de mé&o dupla. Ambos
influenciam um ao outro. Assim, quando as MSCs foram colocadas in vitro em meio
osteogénico (SARUGASER et al., 2005), estas MSCs foram estimuladas a produzir
EVs contendo fatores pro-osteogénicos, algo que ocorre in vivo e que “propaga’ a
cascata de regeneragdo por meio da comunicagdo intercelular contribuindo para
manutencao do microambiente favoravel a proliferagcéo ossea.

Tais resultados podem ser relacionados com estudos prévios realizados por Al-
Sharabi e colaboradores (2024) que consideraram dois grupos de vesiculas
extracelulares, Naive-EVs (derivadas de MSCs da medula déssea humana
indiferenciadas) e Osteo-EVs (derivadas de MSCs da medula 6ssea humana durante
estagio inicial da osteogénese), e realizaram sua aplicagdo em defeito 6sseo de
tamanho critico no cranio de ratos. Observou-se diferenga significativa entre os grupos
em relagcao ao perfil proteico constituinte e em relagao as fungdes exercidas pelas EVs
in vitro e in vivo. In vitro foi observado aumento da proliferagado e migragao celular em
ambos 0s grupos, porém, o grupo Osteo-EVs apresentou aumento da diferenciagao
osteogénica, percebido pela superexpressao dos genes SPP1 (codificador da proteina
osteopontina), BSP e BGLAP (codificador da proteina osteocalcina), relacionados a
diferenciacdo e maturagao osteogénica, e de maior deposi¢ao de calcio. In vivo, o
grupo Osteo-EVs apresentou maior regeneragédo éssea e formagao de tecido 6sseo
morfologicamente mais consistente. Assim, as vesiculas provenientes de células em
inicio de diferenciagcdo osteogénica apresentaram um perfil proteico mais propicio a
promogao da osteogénese demonstrando a influéncia do microambiente no conteudo
proteico das EVs. De forma semelhante, o presente estudo demonstrou tal influéncia
do microambiente no conteudo das EVs, agora no perfil de quatro miRNAs, com
influéncia semelhante na migracdo e diferenciacdo osteogénica in vitro (HERTEL,
2023).

E importante lembrar do potencial in vivo que pode ser exercido pelos miRNAs

pela internalizagdo das EVs que os contém. Apds serem liberadas pela célula fonte,
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as EVs aderem a matriz extracelular e as células vizinhas ou s&o carreadas pelo
sangue, linfa e outras vias humorais para 6rgaos mais distantes da origem. A partir
dai, as vesiculas exercem mediacao de vias de sinalizagao celulares por interacao
entre receptores de membrana, transferindo informagdes celulares para as células
alvo por contato direto com ligantes da superficie celular, ou por internalizagdo da EV
pela célula alvo, pela fusdo das membranas de ambas e liberagdo do conteudo da
vesicula (proteinas, acidos nucleicos, DNA, miRNAs) no interior da célula alvo. Uma
vez dentro da célula as EVs se acumulam nos lisossomos e escapam da degradagéo
que normalmente é por eles realizada. Com isso, apés a internalizacdo, as EVs
conseguem atuar na funcao da célula receptora por meio de seu conteudo carreado
para o interior celular (FANG et al., 2024). Nesse sentido, as EVs estudadas no
presente trabalho foram internalizadas por MSCs, como demonstrado por HERTEL
(2023) por microscopia confocal e de fluorescéncia.

Os miRNAs vém sendo estudados quanto a sua agdo moduladora de diversas
vias de sinalizagdao, por meio da ligagdo em sequéncias especificas de mRNAs,
bloqueando a tradugao proteica e alterando expressado génica de diversos fatores.
Cada miRNA interfere em algum processo de tradugédo que acaba por aumentar ou
reduzir a ocorréncia de determinada via metabdlica, como as diversas vias envolvidas
na homeostase 6ssea (LIAN et al., 2012). Por esse motivo, buscou-se estudar os
miRNAs nas EVs pré-condicionadas, objetivando adicionar mais informagdes na
cascata de eventos da regeneragao 6ssea promovida pelas EVs de MSCs.

No presente estudo detectou-se a presenca de cfa-miR-21, cfa-miR-26a, cfa-
miR-27a e cfa-miR-29a em ambos 0os grupos, mas com maior expressao no grupo
proveniente de células com pré-condicionamento osteogénico.

O mir-27a que, dentre os miRNAs, apresentou a maior expressao relativa, é
conhecido por promover ativagéo da via de sinalizacao Wnt. As proteinas Wnt atuam
na organizagao estrutural dos tecidos durante a embriogénese e exercem fungao de
manutencdo da homeostase em tecidos maduros, por meio de trés possiveis
mecanismos de sinalizagdo. Dois destes mecanismos, a via canénica Wnt/B-catenina
e a via ndo candénica Wnt/Ca2+, estdo ligados a maturagao das células osteoblasticas
e a promogdo da formacdo de tecido dsseo (ABUNA, 2019). A ativagdo da via de
sinalizagdo Wnt favorece o fendbmeno de diferenciagdo celular osteogénica. Tal
informacéao esta de acordo com a observagao de aumento da diferenciagéo celular na

avaliacdo in vitro da aplicacdo das EVs provenientes das cPVMCSs pré-
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condicionadas em ambiente com fatores promotores de formagéo éssea, avaliada no
projeto anterior (HERTEL, 2023).

Os osteoblastos, produzem proteinas de matriz 6ssea, sendo o colageno tipo 1
(COL1A) a proteina mais abundante no meio extracelular e responsavel pela
mineralizagao o0ssea. A diferenciagéo osteoblastica pode ser detectada pela produgao
de diversas proteinas da matriz extracelular tais como: COL1A, Osteocalcina (OCN),
OPN e a Sialoproteina 6ssea (BSP), além de ser concomitante com o crescimento da
atividade da enzima ALP. OPN e ALP sao fatores estimulados pelo miRNA-21, por
exemplo (TOBEIHA et al., 2020; ZAINAL ARIFFIN et al., 2022), que se mostrou mais
expresso nas OSTEO-EVs.

Os miRNAs miR-21 e miR-26a, também presentes em maior quantidade no
grupo OSTEO-EVs, assim como o miR-27a, atuam no estimulo da diferenciagao
osteogénica das células mesenquimais. O primeiro estimula os fatores pré-
osteogénicos ALP, Runx2, OPN, OSX e MeF2c, promovendo a diferenciagao celular
em osteoblastos e mineralizagdo 6ssea. O segundo inibe o gene homodlogo de
fosfatase e tensina (PTEN) e a E-caderina, reguladores negativos da angiogénese e
osteogénese, favorecendo com isso a diferenciagdo osteoblastica e angiogénese (LI
et al., 2013).

O miR-29a também apresentou maior expressdo relativa no grupo pré-
condicionado do que no controle. A acao deste miRNA, embora nao seja diretamente
na diferenciacdo osteoblastica, atua a favor da formagdo d6ssea, na medida que
suprime a expressao dos fatores RANKL e Quimiocina CXCL12, fatores fundamentais
para a formagao dos osteoclastos e reabsor¢cdo 6ssea (LIAN et al., 2019; WU et al.,
2023). A presenga de RANKL, produzido por osteoblastos, permite a sobrevivéncia
das células de reabsorgao 0ssea, os osteoclastos, pela ligagdo deste com o receptor
RANK (Receptor ativador do fator nuclear kappa B) localizado na superficie de
precursores dos osteoclastos. Ja a osteoprotegerina (OPG), também uma substancia
produzida pelos osteoblastos, entra na via RANK/RANKL/OPG se ligando ao RANKL
e inviabilizando sua interagdo com o receptor RANK, reduzindo, portanto, o processo
de osteoclastogénese. Neste contexto, observa-se que a coordenagdo entre a
atividade osteoblastica e osteoclastica regula o metabolismo 6sseo (TOBEIHA et al.,
2020; ZAINAL ARIFFIN et al., 2022), e os miRNAs podem estimular a diferenciagao e
mineralizagao éssea ou favorecendo a formagéao ou inibindo a reabsorgéo éssea pela

interferéncia em diversas vias de sinalizagao. Essa coordenacgao entre osteoblastos e
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osteoclastos é muito importante in vivo e o conhecimento da atuagdo dos miRNAs na
interacado entre essas células é promissor para futura aplicagdo das EVs in vivo,
transportando estas moléculas e otimizando a regeneragao 0ssea.

Assim, sugere-se que o pre-condicionamento contribuiu para maior atividade
pro-osteogénica das EVs, diretamente relacionado ao efeito na migragcdo celular
observada in vitro. Desta forma, acredita-se que a utilizacao terapéutica das EVs pré-
condicionadas em meio osteogénico podera refletir de forma importante no seu uso

terapéutico.
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6 CONCLUSAO

Diante do exposto, concluiu-se que os miRNAs miR-27a, miR-26a, miR-21 e
miR-29a estdo presentes nas vesiculas extracelulares (EVs) de MSCs do cordao
umbilical canino (cPVMSCs); os miRNAs se mostram mais expressos nas EVs de
cPVMSCs quando estas sao pré-condicionadas em meio osteogénico por 48 h. Sendo
assim, sugere-se o potencial promissor do uso das EVs provindas de MSCs pré-

condicionadas para aplicagdo na regeneragao ossea.
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