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RESUMO

A não união óssea é uma das possíveis complicações de consolidação de fraturas e

é a mais comumente observada em animais de pequeno porte e em regiões distais

de membros. As técnicas atuais de tratamento envolvem a utilização de enxertos,

mas apresentam sucesso limitado. As células estromais/tronco mesenquimais

(MSCs) vêm sendo estudadas quanto ao potencial terapêutico em diversas

afecções, que é desempenhado, em grande parte, pela ação das vesículas

extracelulares (EVs), responsáveis pela comunicação celular e, também com efeito

terapêutico atualmente estudado em lesões ósseas. Dentre as diversas substâncias

presentes no interior das EVs, estão os microRNAs que participam também do efeito

terapêutico de EVs. Considerando que o microambiente das MSCs influencia

diretamente o conteúdo produzido pela célula. O objetivo do presente estudo foi

avaliar a expressão de microRNAs específicos nas EVs derivadas de MSCs de

cordões umbilicais caninos, com e sem pré-condicionamento osteogênico. Os

miRNAS cfa-miR-21, cfa-miR26a, cfa-miR-27a e cfa-miR-29a, reconhecidamente

participantes da osteogênese, foram avaliados nas amostras de EVs obtidas de

MSCs cultivadas com pré-condicionamento (OSTEO-EVs) e sem (CTRL-EVs), por

RT-qPCR, e foi feita a quantificação relativa da expressão de cada gene no grupo

tratado em comparação com o grupo controle. Detectou-se a presença dos quatro

microRNAs avaliados em ambos os grupos, mas com maior expressão nas OSTEO-

EVs. O miR-27a mostrou expressão 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 expressão dos

quatro miRNAs estudados, confirmando o efeito do microambiente de cultivo no

conteúdo das EVs. 

Palavras-chave: EVs; miRNAs; MSCs; regeneração óssea; RT-qPCR
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ABSTRACT

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-qPCR, 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-qPCR
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1 INTRODUÇÃO 

Fraturas são afecções comuns na rotina clínico-cirúrgica ortopédica da 

medicina veterinária de cães e gatos e são caracterizadas pela perda total ou parcial 

na continuidade do tecido ósseo (KEOSENGTHONG et al., 2019), sendo as de ossos 

longos as mais frequentes (MARTINS et al., 2023). O processo de regeneração do 

tecido ósseo é dependente do coordenado acoplamento entre angiogênese e 

osteogênese (LI et al., 2013).  Na ocorrência de uma fratura, ocorre o rompimento dos 

vasos sanguíneos com degranulação plaquetária e reação inflamatória local com a 

liberação de diversos sinalizadores pró-inflamatórios e fatores de crescimento que 

propiciam o recrutamento de neutrófilos e macrófagos no foco da fratura (MAJIDINIA 

et al., 2018). O rompimento dos vasos sanguíneos com a formação de um coágulo 

também confere mínima estabilidade aos fragmentos da fratura, formando uma matriz 

provisória de tecido conjuntivo no local. Com o passar dos dias, ocorre a penetração 

de vasos sanguíneos no foco da fratura, o que promove migração de fibroblastos e 

células progenitoras de condroblastos e osteoblastos ao local e a formação do calo 

fibrocartilaginoso, mais estável do que o coágulo anterior. Neste cenário, células 

osteoprogenitoras também são recrutadas para o foco da fratura, se proliferam e se 

diferenciam em osteoblastos, gerando o calo ósseo mineralizado, com consequente 

consolidação da fratura (MAJIDINIA et al., 2018).   

Dentre as possíveis complicações em consolidação de fraturas estão a união 

retardada e a não união óssea, comumente observadas em animais principalmente 

nos de pequeno porte na porção distal do rádio e da tíbia (KANG et al., 2016). A não 

união pode ocorrer por diversos fatores como instabilidade no local da fratura, 

dificuldade na justaposição e consequente pouco contato entre os fragmentos da 

fratura, isquemia local ou doença sistêmica presente, sendo que, o maior fator para 

ocorrência dessa complicação é a escassez de suprimento sanguíneo no foco da 

fratura (FERNANDES et al., 2008; THOMAS et al., 2023). A maior ocorrência da não 

união em cães e gatos aparece em regiões distais de rádio, ulna, tíbia e fíbula. Todas 

são regiões cuja cobertura de tecidos moles é reduzida e com escassa vascularização 

(WELCH et al., 1997). 

Atualmente existem diferentes métodos de tratamento das não uniões ósseas, 

porém, a taxa de consolidação óssea em não uniões, pós-tratamento por diferentes 

métodos, ainda é inferior à 50%. Até mesmo o padrão ouro para tratamento, o enxerto 
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autólogo, apresenta taxas de falha de consolidação, variando de 14,9% a 44,7% dos 

casos (TATEIWA, et al., 2025).Neste sentido, apesar da existência destas opções de 

tratamentos para fraturas complicadas, tais ferramentas ainda se mostram com taxa 

de sucesso insatisfatória e por isso há ainda a necessidade de busca de um novo tipo 

de meio terapêutico, buscando maior eficácia na consolidação de fraturas 

complicadas, muitas vezes precursoras dos casos de não união (HERTEL et al., 2022; 

TATEIWA, et al., 2025; STEWART, et al., 2019). 

A necessidade de novas ferramentas terapêuticas proporcionou o 

direcionamento de estudos para as células estromais ou tronco mesenquimais 

(Mesenchymal Stem Cells – MSCs), células não especializadas e com capacidade de 

autorrenovação e diferenciação em qualquer linhagem celular mesenquimal 

(ZAKRZEWSKI et al., 2019; POLIWODA et al., 2022), e das Vesículas Extracelulares 

(EVs), estruturas responsáveis por grande parte da ação das MSCs (XUE et al., 2023; 

WELSH et al., 2023). 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

2.1 Epidemiologia das fraturas 

Dentro da casuística clínico-cirúrgica ortopédica veterinária de pequenos 

animais as fraturas são afecções recorrentes (KUMAR, et al., 2022). Dentre os casos 

de fratura, as de ossos longos se apresentam em maior frequência (MARTINS, et al., 

2023; KALLIANPUR, et al., 2018; BATATINHA, et al., 2021). Dados epidemiológicos 

quanto à frequência exata das fraturas e os ossos acometidos ainda são escassos, 

porém, alguns estudos os relatam, demonstrando maiores frequências de fraturas em 

fêmur, rádio, ulna, tíbia, fíbula e úmero. Neste sentido, KUMAR e colaboradores (2022) 

avaliaram 21719 casos de cães levados à enfermaria cirúrgica do hospital de super 

especialidades da Universidade Veterinária de Sri Vankateswara, na Índia durante 3 

anos (2017 a 2020). As fraturas foram responsáveis por 438 casos dos casos totais. 

Destes, 326 (74,42%) tratavam-se de fraturas em ossos longos. Concordantemente, 

outros três estudos, dois realizados na Índia (SRIHARSHA, et al., 2024; 

KALLIANPUR, et al., 2018) e um realizado no Brasil (BATATINHA, et al., 2021) 

relataram grande frequência de fraturas em ossos longos, e apresentam fêmur, rádio 

e ulna, tíbia e fíbula e úmero como ossos mais acometidos. Sriharsha e colaboradores 

(2024) obtiveram índices de 1950 casos de fraturas de ossos longos, nos quais 38,7% 

eram fraturas de fêmur, 26,1% de rádio e ulna, 22,1% de tíbia e fíbula e 13,1% em 

úmero. Analogamente, Kallianpur e colaboradores (2018) obtiveram índices referentes 

a fraturas de 216 cães ao longo de junho de 2015 a maio de 2016, nos quais 37% dos 

casos foram fraturas de fêmur, 28,7% de rádio e ulna, 20,4% de tíbia e fíbula e 7,9% 

em úmero. 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 veterinário da Universidade Federal do Vale do São Francisco (UNIVASF). 

Encontraram um total de 55 casos de fraturas, sendo que a maioria era relativa à 

fraturas de esqueleto apendicular e acometendo principalmente fêmur (46%), tíbia e 

fíbula (25%), rádio e ulna (19%), e úmero (10%). 

2.2 Tratamentos para complicações de consolidação 

2.2.1 Enxerto autólogo 

O padrão ouro para tratamento das não uniões ósseas na medicina veterinária 

é o enxerto autólogo (cujos sítios doador e receptor do enxerto pertencem ao mesmo 

indivíduo) de osso trabecular fresco. Essa indicação se deve à sua rápida 

incorporação ao local implantado e por ter propriedades osteoindutoras (capacidade 
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de induzir formação de osteoblastos através do estímulo para diferenciação de células 

osteoprogenitoras de tecidos circundantes à lesão), osteogênicas (capacidade de 

produzir novo tecido ósseo pela diferenciação de células osteoprogenitoras em 

osteoblastos) e osteocondutoras (capacidade do enxerto de servir como suporte 

mecânico para migração celular, crescimento de vasos e tecido ósseo novo), que 

aceleram o processo regenerativo (DIAS et al., 2013; ORYAN et al., 2014).  Contudo, 

apresenta como importantes desvantagens prolongar o período trans-cirúrgico, a 

morbidade associada à área doadora e a quantidade limitada (DIAS et al., 2013; 

BACALBASA et al., 2022). FELTRI e colaboradores, 2022, elaboraram uma revisão 

sistemática onde avaliou-se os resultados, de 4 diferentes grupos de tratamentos para 

defeitos ósseos críticos em diáfises de ossos longos, quanto taxas de união por 1ª 

intenção, complicações, reintervenção e falha. O grupo formado por autoenxertos e 

aloenxertos foi o que apresentou menores taxas de complicação e reintervenção, mas 

ainda sim configurou em taxas de 25% e 23%, respectivamente, para os parâmetros. 

Neste estudo concluiu-se que apesar da existência de diferentes técnicas para 

tratamento de defeitos ósseos de tamanho crítico em ossos longos, nenhum deles 

satisfaz plenamente em termos de segurança, efetividade e duração do resultado. No 

mesmo sentido, WISANUYOTIN e colaboradores, 2022, compararam os resultados 

da aplicação de enxertos autólogo e alógeno em reconstrução tecidual após 

ressecção de tumores ósseos. Observou-se que ambas as terapias tinham resultados 

clínicos aceitáveis, porém as taxas de falha de reconstrução avaliadas para enxerto 

autólogo e alógeno foram, respectivamente, 38% e 55,3%. Além disso, a complicação 

mais comum recorrente no grupo de avaliação do enxerto autólogo foi a não união 

óssea (30%). 

2.2.2 Enxerto alógeno 

Os aloenxertos (cujo local doador de tecido e receptor de tecido são de dois 

indivíduos geneticamente diferentes da mesma espécie) resolvem as desvantagens 

de quantidade e tempo transoperatório pois a quantidade de tecido disponível para 

transplante é maior, podendo ser obtido de bancos de tecidos e não utiliza tempo do 

procedimento cirúrgico para retirada do enxerto do local doador. Apesar disso, há 

maior risco de rejeição e de infecção com o uso dos enxertos alógenos, além de serem 

de maior custo e terem capacidade de osteoindução limitada e não serem 

osteogênicos (DIAS et al., 2013; ORYAN et al., 2014). 
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2.2.3 Biomateriais  
A busca por novas alternativas terapêuticas conduziu ao estudo dos enxertos 

sintéticos, que mimetizam o microambiente natural (FERNANDES et al.,2008; 

GARCÍA-GONZÁLEZ et al., 2020). Os biomateriais são normalmente osteocondutores 

necessitando de contato com abundante vascularização no tecido implantado para 

sua atuação eficaz. Contudo, os biomateriais não são osteoindutores e nem 

osteogênicos, tendo ação limitada em não uniões devido à deficiência de 

vascularização (SHIRANE et al., 2010; GÓMEZ-BARRENA et al., 2015; SULZER et 

al., 2022). 

2.2.4 Plasma Rico em Plaquetas (PRP) 
A aplicação de Plasma Rico em Plaquetas (PRP) no defeito ósseo pode ser 

uma opção, utilizada no intuito de concentrar fatores de crescimento no local da 

fratura, possibilitando a aceleração da neoformação óssea (BARBOSA et al., 2008). 

As plaquetas mimetizam o microambiente inicial da regeneração de fratura após lesão 

(fase inflamatória), proporcionando otimização da secreção de fatores promotores de 

angiogênese e osteogênese através do recrutamento de células osteoprogenitoras 

(STEWART, et al., 2019). Apesar de bons resultados, o PRP apresenta desvantagens 

de aplicação, tais como morbidade do local de aplicação, podendo ocorrer infecção, 

injúria tecidual ou formação de cicatriz, quantidade limitada, já que é um concentrado 

de plaquetas autólogo e falta de padronização no preparo e aplicação (SILVA, 2017; 

REDDY et al., 2020; VAN LIESHOUT et al., 2021). Diversos estudos tratam sobre a 

avaliação do uso do PRP para promoção de consolidação óssea, mas os resultados 

são controversos e pouco consistentes, tanto por conta da falta de padronização do 

plasma quanto pela fato de a análise ser, muitas vezes, realizada com a associação 

do PRP a outro meio terapêutico (STEWART, et al., 2019). 

2.3 MSCs e EVs 

Células estromais ou tronco mesenquimais (Mesenchymal Stem Cells - MSCs) 

são células não especializadas com capacidade de diferenciação em qualquer 

linhagem celular mesenquimal e de autorrenovação (ZAKRZEWSKI et al., 2019; 

POLIWODA et al., 2022). Tais células têm sido amplamente estudadas para 

tratamento de lesões em diversos tecidos pela sua característica de secreção de 

fatores bioativos e imunomodulatórios em resposta ao microambiente em que foram 

implantadas (HERTEL et al., 2022).  Em tecido ósseo, o uso de MSCs mostrou-se 
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eficaz no reparo de defeitos ósseos, em função das propriedades osteogênicas e 

osteoindutoras que essas células são capazes de exercer (FERNANDES et al., 2008). 

Apesar de promissor, o uso das MSCs na rotina clínica ainda enfrenta 

dificuldades relacionadas à escolha do tipo celular ideal e a idade do doador, por 

envolver a necessidade de procedimento cirúrgico invasivo em ambiente hospitalar 

para coleta, e dificuldades na logística de utilização, devido à necessidade de 

aplicação de célula viva e metabolicamente ativa, como num transplante (HERTEL et 

al., 2022). Outros fatores observados como limitantes do potencial terapêutico dessas 

células são perda de direcionamento celular após implantação, baixa taxa de 

sobrevivência celular e capacidade de diferenciação prejudicada das células 

transplantadas (XUE et al., 2023). 

Diversos estudos demonstraram que benefícios terapêuticos das MSCs se dão, 

em sua maior parte, pela sua capacidade modulatória e ação parácrina e não por sua 

diferenciação. Isso ocorre por meio das vesículas extracelulares (EVs), pequenas 

estruturas envolvidas por uma bicamada lipídica sem capacidade de autorreplicação, 

liberadas por diversos tipos celulares e envolvidas na comunicação intercelular (XUE 

et al., 2023; WELSH et al., 2023). Seu conteúdo reflete o estado metabólico da célula 

mãe no momento do brotamento, funcionando como um carreador de componentes 

diversos, incluindo RNAs mensageiros (mRNAs), microRNAs (miRNAs), proteínas, 

lipídeos e DNA. É importante deixar claro que estes componentes correspondem aos 

contidos na célula de origem no momento em que foram secretadas em um 

microambiente específico, portanto, sofrendo influência deste microambiente 

(ELSHARKASY et al., 2020; HERTEL et al., 2022). Sendo assim, as EVs são grandes 

candidatas ao uso em terapia celular regenerativa (IRFAN et al., 2022; XU et al., 2022).   

A liberação das EVs e demais ações relacionadas à atividade terapêutica das 

MSCs está relacionada ao estímulo recebido no local de implantação. XUE e 

colaboradores (2023) fizeram uma revisão direcionada à avaliação do microambiente 

celular, em busca de verificar sua influência nos fatores parácrinos liberados pelas 

MSCs e, portanto, no efeito terapêutico exercido por elas. Estes autores concluíram 

que o microambiente de cultivo celular e o comportamento biológico das MSCs afetam 

sua atividade parácrina. A alteração do microambiente de cultivo celular promove a 

formação de um perfil de secreção diferenciado das células. Tal informação é 

promissora para a medicina regenerativa à medida que por meio da modulação do 

microambiente de cultivo celular, pode-se direcionar a ação parácrina das MSCs. O 
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efeito do microambiente das MSCs nas EVs por elas liberadas também foi evidenciado 

na revisão sistemática de Hertel et al. (2022), especificamente sobre diferentes 

métodos de pré-condicionamento para a produção de EVs para a regeneração óssea.  

Isso era esperado pelo próprio mecanismo fisiopatológico da consolidação de 

fraturas. Após uma fratura, o organismo apresenta resposta inflamatória promovendo 

a produção de diversos fatores de crescimento e citocinas, tais como Fator de 

crescimento latente-beta (LGF-Beta), produzido pela matriz óssea lesionada, e Fator 

de crescimento derivado de plaquetas (PDGF) que compõem o microambiente do foco 

da lesão. Estes e outros fatores como o peptídeo antimicrobiano LL-37 e as 

Metaloproteinases da Matriz (MMPs) propiciam a migração de MSCs de tecidos 

adjacentes para atuação no foco da lesão. Com as MSCs no foco da lesão o 

microambiente da fratura atua sobre elas, e essa interação entre MSCs, vias de 

sinalização e microambiente é fundamental para a regeneração do tecido. Um 

exemplo é a presença do RANKL neste microambiente, que atua primeiramente 

ativando a atividade osteoclástica, importante para remoção dos debris da lesão para 

aposição de um novo tecido ósseo. Após a remoção do tecido lesionado, diversas vias 

de sinalização proporcionam a diferenciação das MSCs em osteoblastos e condrócitos 

para posterior formação de tecido ósseo (HAN et al., 2025). 

2.4 miRNAs 

EVs são estruturas secretadas pelas MSCs, com habilidade de comunicação 

entre as células pelo carreamento de diversas proteínas, ácidos nucléicos, como por 

exemplo os miRNAs, e lipídios (ZAKRZEWSKI et al., 2019; IRFAN et al., 2022). Os 

miRNAs são pequenas moléculas de RNA (fita simples) não codificantes, compostas 

de 19 a 25 nucleotídeos, e que atuam em diversas vias de sinalização endógenas, 

regulando a expressão gênica nos organismos multicelulares (LI et al., 2013; 

SHARMA, 2017; IRFAN et al., 2022). Além disso, os miRNAs são moléculas de alta 

estabilidade e estão presentes em amostras de fácil obtenção, tendo sido estudados 

para utilização terapêutica como biomarcadores pela sua participação em diversos 

processos metabólicos (XU et al., 2022). 

 Todas as células expressam diversos miRNAs. Quando estes são liberados 

para os fluidos orgânicos, passam a ser denominados miRNAs circulantes e atuam na 

comunicação célula-a-célula (JORGE et al., 2021). Ligando-se a alguma extremidade 

não traduzida (UTR) do mRNA, o miRNA maduro geralmente inibe a tradução proteica 

e, portanto, a expressão gênica. Pode ocorrer também de o miRNA se ligar a uma 
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região promotora do mRNA, resultando em estímulo da tradução proteica e ativação 

da expressão gênica (JORGE et al., 2021; XU et al., 2022). A detecção de sub ou 

super expressão de determinado miRNA pode ser utilizada para diagnóstico e 

prognóstico clínicos, além de uso para monitoramento de respostas terapêuticas e 

estudo de vias de ação terapêutica (JORGE et al., 2021; XU et al., 2022).  

Cada miRNA atua estimulando ou inibindo algum processo, de acordo com a 

intervenção em determinada via metabólica. A associação com angiogênese e 

osteogênese de alguns miRNAs já 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 já foram 

associados ao reparo de defeitos ósseos (; 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 óssea por 

atuar na comunicação entre osteoblastos e osteoclastos. Num estudo realizado em 

modelo murino, demonstrou-se a regulação positiva da diferenciação osteogênica e 

de mineralização óssea pelo miR-21 por meio do estímulo da expressão de fatores 

pró-osteogênicos, como a fosfatase alcalina (ALP), o Fator de Transcrição 

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 deficiência do miR-21 

acarretava a supressão da expressão dos referidos fatores pró-osteogênicos, 

concluindo-se que este miRNA tem potencial para ser um biomarcador de 

osteogênese.  

RUNX2 é um fator de transcrição que se comunica com promotores de genes 

alvo pelo seu domínio Runt, facilitando a remodelação óssea pela interação com 

proteínas e sequências de DNA. As principais isoformas de RUNX2, RUNX2 tipo 1 

(RUNX2-I) e RUNX2 tipo 2 (RUNX2-II) são derivadas da codificação, pelo RUNX2, de 
transcritos derivados dos promotores P1 e P2 e de splicing alternativo. O RUNX2 é 

regulado positivamente durante a diferenciação osteoblástica, sendo expresso desde 

a célula osteoprogenitora até os osteoblastos ao longo da diferenciação celular. O tipo 

1 é expresso de forma constante ao longo da diferenciação osteoblástica e o tipo 2 

tem sua expressão elevada quando é induzido pelas Proteínas Morfogênicas Ósseas 

(BMPs). Nos osteoblastos maduros, o RUNX2 sofre regulação negativa. Sendo assim, 

pela presença constante ao longo da diferenciação da linhagem celular em células 

osteoprogenitoras, o RUNX2 é o principal fator de transcrição determinante da 
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formação óssea e marcador de diferenciação osteoblástica (ZAINAL ARIFFIN et al., 

2022). 

OSX é um gene também regulado positivamente ao longo da diferenciação 

osteoblástica e é mais um fator estimulado pelo miR-21. O OSX codifica um fator de 

transcrição osteoblástico específico, necessário para a ocorrência da formação óssea, 

sendo altamente expresso nos primeiros dias da diferenciação osteoblástica e, 

portanto, considerado o principal responsável pela formação do esqueleto (ZAINAL 

ARIFFIN et al., 2022). 

A ALP é considerada um marcador precoce para diferenciação osteoblástica e 

é produzida pelos osteoblastos; sua concentração tem correlação positiva com a taxa 

de formação óssea. A ALP aumenta a liberação de fosfato inorgânico local (estímulo 

da mineralização óssea) e reduz o pirofosfato extracelular (inibidor da mineralização), 

favorecendo a mineralização óssea (ZAINAL ARIFFIN et al., 2022). Wei e 

colaboradores (2019) utilizaram a ALP como marcador de diferenciação osteogênica 

em experimento no qual foi detectado aumento significativo de sua expressão em 

exossomos derivados de MSCs em estágio inicial de diferenciação osteogênica. 

Assim como no estudo de WEI e colaboradores, a ALP foi constantemente utilizada 

para estudos que avaliaram a diferenciação osteogênica e a mineralização in vitro (LI 

et al., 2018; XIE et al., 2020; HERTEL, 2023). OPN, outro fator estimulado pelo miR-

21, é uma molécula ácida que, em co-expressão com a Sialoproteína Óssea (BSP), 

regula a remodelação óssea. A elevada expressão de OPN e BSP indica processo 

osteogênico, à medida que a OPN realiza a adesão de osteoclastos à matriz óssea e 

BSP, uma molécula carregada negativamente, e capaz de promover a aposição óssea 

pelo isolamento de íons cálcio e conservação de regiões com potencial de formação 

de cristais de hidroxiapatita, além de ativar os osteoclastos fixados pela OPN (ZAINAL 

ARIFFIN et al., 2022). 

O fator de transcrição MeF2c é promotor de diversas vias orgânicas, dentre 

elas a ossificação endocondral. Esse marcador é associado com densidade mineral 

óssea, metabolismo ósseo e na determinação do destino da célula osteogênica. O 

MeF2c possui genes alvo diretamente envolvidos no metabolismo ósseo, como o gene 

que codifica a cadeia alfa 1 do colágeno tipo X (Col10a1), marcador clássico de 

condrócito hipertrófico, presente na placa de crescimento ósseo (MORFIN et al., 

2025). Col10a1 produz uma proteína denominada colágeno X, presente na cartilagem, 

e só é ativado na presença de MeF2c. Sua ativação é essencial para permitir que os 
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condrócitos atinjam a fase hipertrófica da formação óssea endocondral (ARNOLD et 

al., 2007). 

LI et al. (2013) identificaram a associação entre superexpressão do miR-26a e 

a otimização da formação óssea e de vasos sanguíneos. Observou-se que o miR-26a 

atuava na regulação positiva do acoplamento angiogênese-osteogênese, por 

promover diferenciação osteoblástica e ter como alvo reguladores negativos da 

angiogênese e osteogênese, tais como o homólogo de fosfatase e tensina (PTEN) e 

a E-caderina, inibindo-os. 

PTEN é antagonista da via de sinalização PI3K/AKT. Essa via é responsável 

pela regulação de proliferação e diferenciação celular, além de participar de outros 

processos metabólicos, e possui importância na regulação da homeostase óssea, 

influenciando tanto a formação quanto a reabsorção óssea. Tal via controla a 

densidade mineral óssea pela promoção de diferenciação e proliferação osteoblástica. 

Além disso, a via de sinalização PI3K/AKT atua na formação de novos vasos 

sanguíneos, regulando diversas etapas cruciais da formação de novas estruturas 

capilares, como sobrevivência das células endoteliais e migração celular (LI et al., 

2013; HADDADI et al., 2018; KANG et al., 2022). 

A E-caderina é uma proteína que atua na adesão entre células epiteliais, 

mediando a fusão de vários tipos celulares, e é expressa pela linhagem monócito/ 

macrófago. Está envolvida na diferenciação osteoclástica, estando expressa em alta 

concentração durante as fases iniciais da diferenciação celular em osteoclastos. O 

bloqueio dessa proteína promove redução da concentração de células e fatores 

fundamentais para a fusão entre células para geração dos osteoclastos, responsáveis 

pela reabsorção óssea. A redução do número de células multinucleadas TRAP+ 

(Fosfatase Ácida Resistente a Tartarato), redução de Catepsina K, proteína 

transmembrana específica de células dendríticas (DC-STAMP) e Fator nuclear de 

células T ativadas (NFATc1) pelo bloqueio da E-caderina, gera redução da formação 

osteoclástica, ocasionando reabsorção óssea (FIORINO et al., 2016). 

Assim como miR-21 e miR-26a, o miR-20a também é um regulador da 

diferenciação osteoblástica (LI et al., 2013). Ele promove a diferenciação osteogênica 

por ativar a via de sinalização da proteína morfogenética 2 (BMP2) pela inibição dos 

fatores SMAD6 e BAMBI (inibidor ligado à 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 ósseo (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 diferenciação das células-tronco mesenquimais na linhagem 

osteoblástica pela ativação da via de sinalização Wnt. Os autores observaram que a 

alta expressão deste miRNA favorece a diferenciação osteogênica, ao passo que a 

redução de sua expressão favorece a diferenciação das MSCs em adipócitos, o que 

ocorre na osteoporose (YOU et al., 2016).  

De maneira análoga, CHEN e colaboradores (2021) identificaram outro miRNA 

associado à diferenciação osteoblástica das MSCs. Os autores observaram que o 

miR-142 era capaz de aprimorar a função das células endoteliais da veia umbilical 

humana e de promover osteogênese. A superexpressão de miR-142 promove redução 

da expressão do receptor 1 do fator de crescimento transformante beta (TGFBR1), 

que é um receptor de membrana ativado pelo TGF-β (CHEN et al., 2021; WU et al., 

2024). A ativação deste receptor promove a fosforilação da proteína SMAD2, o que 

desencadeia a produção de fatores antiangiogênicos como TSP-1 e o fator solúvel em 

tirosina quinase - 1 (sFlt1). A otimização/aceleração dos processos de angiogênese e 

osteogênese pelo miR-142 se dá pela supressão da via de sinalização 

TGFBR1/SMAD2 (CHEN et al., 2021). 

Em 2021, GROVEN e colaboradores verificaram o papel do miRNA-29a na 

reparação óssea, pelo aumento da atividade dos osteoblastos e da repressão da 

expressão da proteína Ligante do Receptor Ativador do Fator nuclear Kappa B 

(RANKL) e da quimiocina CXCL12 (ou Fator 1 derivado de células estromais - SDF-

1), responsáveis por estímulo da osteoclastogênese, favorecendo a reabsorção 

óssea. O miR-29a inibe a secreção da proteína RANKL pelos osteoblastos, pela 

ligação com o terminal não traduzido 3’ (3’-UTR) da proteína, e inibe também a 

expressão de CXCL12, quimiocina que atua promovendo a diferenciação 

osteoclástica, pela regulação negativa de acetilação do resíduo de lisina na posição 

N-terminal 27 da proteína histona H3 (H3K27ac) nos promotores CXCL12 (LIAN et al., 

2019; WU et al., 2023). 

 2.5 Tipos de pré-condicionamento para regeneração óssea 

Em estudos anteriores, diferentes métodos de pré-condicionamento de MSCs 

foram aplicados no intuito de otimizar a ação das EVs provindas dessas células em 

regeneração óssea. Os estudos se basearam em pré-condicionamento por indução 

química ou por alterações das condições de cultura ou através de modificações 

genéticas ou com associação entre dois destes métodos (HERTEL, et al., 2022). A 
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revisão sistemática 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 aplicação em promoção de ostegênese e/ou angiogênese, fatores 

ocorrentes na regeneração do tecido ósseo. Dos diferentes métodos observados, 

todos se mostraram eficientes na otimização do efeito terapêutico das EVs na 

formação óssea, mas a comparação minuciosa entre eles não foi possível de ser 

realizada, já que além da variação dos métodos de condicionamento, os estudos 

tinham variações também quanto ao tipo celular utilizado, concentração de EVs 

utilizada e suportes (scaffolds) associados ao tratamento. Apesar de tal dificuldade, 

concluiu-se a partir da revisão, que a composição do microambiente de cultivo das 

MSCs exerce influência direta no efeito terapêutico das EVs liberadas por elas e , 

portanto, é possível, através de sua modulação, otimizar os efeitos terapêuticos.  

Ivanisova e colaboradores, 2023, elaboraram uma revisão para focada em 

regeneração 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 aplicação terapêutica em afecções ósseas in vitro 

demonstra grande potencial para aplicação in vivo, na rotina clínica. A multiplicação 

da cultura celular em larga escala sem alterar o conteúdo celular/vesicular, ainda é um 

desafio, já que os meios do pré-condicionamento da cultura contêm diferentes 

moléculas. Por isso os meios de cultivo devem ser bem padronizados e adequados à 

diferentes objetivos conforme a demanda de aplicação. A revisão também destaca que 

o uso de meio de cultura condicionado permite a modulação das MSCs e também de 

um de seus “produtos”, as EVs. O uso das EVs permite aplicação direta no local de 

interesse, redução do risco de baixa sobrevivência celular que pode ocorrer quando 

forem aplicadas MSCs ao invés de EVs, e aumento da biossegurança (menor chance 

de imunogenicidade). 
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3 JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS 

Fraturas de ossos longos são as mais frequentes dentre as fraturas 

encaminhadas para rotina clínica médica e cirúrgica de cães e gatos. Pela escassa 

cobertura de tecidos moles e vascularização das extremidades distais de ossos 

longos, essas regiões são predispostas a complicações na consolidação de fraturas, 

como, a não união óssea. Atualmente existem meios de tratamento destas 

complicações como enxerto autólogo de osso esponjoso e o uso de PRP, porém, com 

sucesso ainda insatisfatório. 
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 cordão umbilical 

canino (cPVMSCs) pré-condicionadas em meio osteogênico apresentaram 

importantes vantagens em relação às EVs obtidas das mesmas células sem o pré-

condicionamento. Entre tais vantagens está a maior quantidade de EVs, importante 
para obtenção em larga escala em produção para aplicação in vivo. O autor ainda 

ressalta que ambas as EVs, provindas de MSCs pré-condicionadas e não pré-

condicionadas, não aumentaram a proliferação celular, mas foram capazes de 

aumentar a diferenciação celular e mineralização óssea. Ainda, apesar das EVs 
obtidas de MSCs não pré-condicionadas favorecerem a diferenciação óssea in vitro, 

as EVs pré-condicionadas mostraram, além dessa característica, o aumento da 

migração celular de novas células osteoprogenitoras, essencial para consolidação do 

defeito ósseo. Concluiu-se, portanto, que as EVs derivadas de cPVMSCs são ótimas 

candidatas para aplicação em regeneração de defeitos ósseos. 

Assim, considerando que foi demonstrado que ambas as EVs apresentaram 

aumento na diferenciação celular, que as EVs de cPVMSCs pré-condicionadas 

apresentaram maior efeito na migração celular, e que miRNAs demonstraram 

associação com os processos de osteogênese, objetivou-se com o presente trabalho, 

avaliar a expressão de miRNAs específicos, nas EVs derivadas de cPVMSCs com e 

sem pré-condicionamento osteogênico, pré-selecionados por conhecida atuação em 

angio e/ou osteogênese.  Assim, buscou-se avaliar a influência do microambiente 
osteogênico in vitro nos miRNAs de EVs. Têm-se, então, os seguintes objetivos 

específicos: 

 Verificar a presença 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 expressão destes miRNAs nas EVs provindas das MSCs pré-

condicionadas em meio osteogênico com os expressos pelas EVs provenientes das 

células que não passaram por tal condicionamento. 
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4 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL 

O presente estudo foi registrado sob o número de registro 50559482075 e dá 

continuidade ao projeto de obtenção e caracterização 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, não envolveu 

manipulação animal.  

4.1 Preparação das Vesículas Extracelulares em Etapas Anteriores 

A metodologia de obtenção e a caracterização das EVs de cPVMSCs foram 

realizadas e descritas anteriormente (HERTEL, 2023). Brevemente, cordões 

umbilicais provenientes de cesárias terapêuticas de cadelas no Hospital Veterinário 

da Universidade Federal de Viçosa (HOV-UFV) foram coletados e seus vasos foram 

utilizados para o isolamento das cPVMSCs. As células foram cultivadas em meio de 

proliferação contendo DMEM, soro fetal bovino e solução de antibióticos, até a quarta 

passagem quando então receberam meio de coleta (meio de proliferação não 

acrescido de soro fetal bovino) no grupo de cPVMSCs não pré-condicionada (CTRL-

EVs: amostras cinco e seis). Este meio foi acrescido de fatores osteogênicos para 

obtenção das amostras do grupo OSTEO-EVs (amostras um, dois, três e quatro). Em 

ambos os grupos, as cPVMSCs permaneceram em meio de coleta por 48h antes dos 

processos para obtenção das EVs. Estes meios passaram então, separadamente, por 

ciclos de centrifugação, filtração e ultracentrifugação de acordo com Hertel (2023). As 

vesículas obtidas foram armazenadas a -80°C, divididas em seis amostras, sendo 

quatro delas de EVs provenientes de cPVMSCs pré-condicionadas em meio 

osteogênico (OSTEO-EVs), e duas amostras de EVs provenientes das células sem 

pré-condicionamento (CTRL-EVs). Os detalhes dessa metodologia não foram aqui 

incluídos devido à solicitação de patente da metodologia de produção das EVs pré-

condicionadas. 

4.2 Nanotracking Analysis (NTA) 
Para o rastreamento de nanopartículas (NTA), utilizou-se o equipamento 

Nanosight Malvern-NS300 da Faculdade de Farmácia da Universidade Federal de 

Minas Gerais (UFMG). Para o preparo das amostras, utilizaram-se 50 μL de cada uma 
das amostras em eppendorfs de 1,5 mL. Para cada uma das amostras, adicionaram-

se 950 μL de PBS. Após 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 
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gravados, realizando-se a leitura no aparelho e análise no software analítico NTA 3.1 

(Nanosight Ltd.).  

4.3 Análise de miRNAs 

4.3.1 Seleção de sequências (primers alvo) 
Com base em descrições da literatura, foram selecionados seis miRNAs alvo 

(primers-alvo) com conhecida ação em diferenciação osteoblástica das MSCs (tabela 

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

Tabela 1 - Sequências dos primers alvo caninos selecionados para análise 

miRNA Sequência 

Cfa-miR-20a 5’-TAA AGT GCT TAT AGT GCA GGT AG-3’ 

Cfa-miR-21 5’-TAG CTT ATC AGA CTG ATG TTG A-3’ 

Cfa-miR-26a 5’- TTC AAG TAA TCC AGG ATA GGC T-3’ 

Cfa-miR-27a 5’- TTC ACA GTG GCT AAA TCG GTT A -3’ 

Cfa-miR-29a 5’- TAG CAC CAT CTG AAA TCG GTT A-3’ 

Cfa-miR-142 5’- CCC ATA AAG TAG AAA GCA CTA - 3’ 

Cfa-U6 5’-CGC TTC GGC ACA TAT AC-3’ 

Metabion international AG 

4.3.2 Extração do conteúdo de miRNAs das amostras 

A extração dos miRNAs das EVs foi realizada utilizando-se o kit NucleoSpin® 

miRNA Plasma (Alemanha), de acordo com as instruções do fabricante.  

Resumidamente, 300 μL de cada uma das amostras foram lisados com uso de 

90 μL de tampão de lise MLP. O lisado foi então homogeneizado em vórtice por 5 

segundos  e incubado à temperatura ambiente por 5 minutos. Para a purificação do 

miRNA foram adicionados 30 μL de tampão de precipitação de proteínas MPP ao 

lisado. A solução foi levada em eppendorf ao vórtice por 5 segundos à temperatura 

ambiente e posteriormente centrífugada por 3 minutos a 11000 g para granulação 

proteica. Nessa etapa ocorre a separação da solução em duas fases, uma fase inferior 
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orgânica, na qual estão precipitadas as proteínas e uma fase superior aquosa, que 

contém o miRNA das amostras. O sobrenadante foi então transferido para um novo 

microtubo e o precipitado foi descartado. No novo microtubo foram adicionados 400 

μL de Isopropanol, com intuito de fornecer condições de ligação apropriadas para 

todas as moléculas de miRNA, e o mesmo foi levado ao vórtice por mais 5 

segundos.  A amostra foi então transferida para uma coluna de miRNA NucleoSpin® 

(membrana de sílica), previamente colocada em um tubo coletor de 2 mL sem tampa, 

e o conjunto foi incubado por 5 minutos à temperatura ambiente. O miRNA total se 

ligou à membrana. A amostra foi então centrifugada por 30 segundos a 11000 g e 

descartou-se o líquido filtrado. A coluna passou por sucessivas lavagens com solução 

tampão, centrifugações e descarte do filtrado para remoção do fenol contido no kit e 

outros contaminantes. O RNA de alta qualidade foi então eluído, adicionando-se à 

membrana da coluna um pequeno volume de água livre de RNase (30 μL), seguindo-

se incubação, centrifugação, descarte da coluna e armazenamento do líquido filtrado. 

Foram obtidos 30 μL de miRNA total. 

4.3.3 Quantificação do RNA total das amostras 

A concentração de RNA total foi determinada pela absorbância no NanoDrop 

Lite (Thermo Scientific™, Waltham, Estados Unidos). Para isso, 2 μL de cada amostra 

foram levados ao equipamento para mensuração da concentração e da pureza do 

RNA presente nas amostras. Os índices avaliados pelo equipamento são A260/A280 

(avaliação da pureza) e A260 (quantificação da concentração de RNA na amostra). 

Valor de A260/A280 entre 1,8 e 2,0 é o ideal, representando amostras com pouca ou 

nenhuma contaminação por proteínas ou compostos orgânicos. 

4.3.4 Confecção do cDNA 

4.3.4.1 Poliadenilação 

Devido ao pequeno tamanho dos miRNAs, foi necessário alongá-los para 

fornecer maior estabilidade. Esse alongamento é feito por meio de reação de 

poliadenilação na região 3’. Na extremidade 5’, foi inserido um primer adaptador para 

transcriptase reversa, formando uma cauda universal (tag de sequência universal) em 

cada cadeia de cDNA sintetizada. 

4.3.4.2 Conversão de miRNA em cDNA 

A conversão dos miRNAs em cDNA ou a Síntese do cDNA para cada uma das 

amostras foi realizada com uso do kit miRNAFirst-StrandcDNASynthesis (Agilent 

Technologies, Califórnia, EUA). Foram utilizados 80 ng de RNA extraídos por reação. 
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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 

endógeno U6), foi realizada a preparação de duas placas de 96 poços. Na placa um 

testaram-se as amostras um, dois e três 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 μL por poço 

(6,3 μL de cDNA das amostras ou água, nos poços NTC, e 18,7 μL de mistura de 

reagentes: primer universal, Master Mix, CXR, primer alvo e água livre de RNase).  

O protocolo da RTq-PCR utilizado foi o sistema GoTaq® qPCR Master Mix 

(Promega Corporation). O equipamento foi programado para aquecimento até 95ºC 

por 2 minutos, na ativação da polimerase. Realizaram-se 60 ciclos de desnaturação 

(95ºC por 15 segundos), anelamento e amplificação (60ºC por 1 minuto).  

Utilizou-se o equipamento Applied Biosystems QuantStudio 5 - Real Time PCR 

System (Thermo Fischer™) para realização da PCR, com a detecção da fluorescência 

ao final de cada fase de extensão. O método ΔΔCt foi aplicado para quantificação 

relativa. Para descartar a presença de contaminações por produtos inespecíficos da 

PCR, como dímeros de primers, foi realizada a análise da curva de dissociação de 

todos os produtos ao final da reação. O controle endógeno utilizado foi U6 para 

correlação e quantificação relativa da expressão 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 concentração original do primeiro, 3.125 

μM. 
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5 RESULTADO E DISCUSSÃO 

5.1 NTA 

A análise de rastreamento de nanopartículas foi realizada e somada a outras 

duas técnicas para caracterização das EVs, o Western Blotting (WB) e a Microscopia 
Eletrônica de Transmissão (Transmission Electron Microscopy -TEM), realizadas em 

projeto anterior. O NTA é uma avaliação essencial para analisar a concentração de 

partículas por mL e o tamanho (nm) das vesículas (gráfico 1), observando-se que em 

ambos os grupos a maior parte das vesículas apresentaram o tamanho esperado para 

sua caracterização (200 nm), apesar de mostrarem-se heterogêneas em tamanho. 

Aqui, o NTA foi utilizado primordialmente para quantificação e verificação de 

padrão, que demonstrou os seguintes resultados. As modas do tamanho das vesículas 

das amostras OSTEO-EVs foram de 185,3 ± 7,8; 198,5 ± 9,9; 188,0 ± 11,4 e 205,6 ± 

17,6 nm, enquanto que as modas em relação ao tamanho para as amostras CTRL-

EVs foram de 234,3 ± 27,6 e 246,8 ± 58,4 nm. A NTA determinou a concentração das 

EVs nas amostras (partículas/mL) sendo: 1,47X109 ± 2,65X108; 4,70X109 ± 1,62X108; 

1,44X109 ± 1,94X108 e 1,83X109 ± 1,76X108 para as amostras OSTEO-EVs e 

5,71X108 ± 1,08X108 e 8,34X108 ± 1,66X108 para as amostras CTRL-EVs.  

Tais resultados estão de acordo com HERTEL (2023) que avaliou que o pré-

condicionamento das células em meio osteogênico proporcionou maior rendimento de 

EVs, verificado pelo maior número de partículas 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 indução osteogênica. De 

forma semelhante também quanto à morfologia, tendo as OSTEO-EVs se mostrado 

menores do que nas amostras CTRL-EVs. Tal fato provavelmente se relaciona à 

origem das EVs, por serem provenientes de células-tronco condicionadas em um meio 

com fatores osteogênicos, proporcionando proliferação e maturação (processo de 

formação estrutural e funcional das EVs) mais rápida do que as vesículas das células 

não estimuladas, que chegaram à tamanhos maiores, mas em menor quantidade. 

SHEKARI e colaboradores (2023) defendem que se padronize um meio de cultura 

celular para obtenção de EVs destinadas à terapia celular, diferente do meio de cultura 

utilizado para pesquisas básicas de EVs, exatamente pelo fato do meio de cultivo atuar 

diretamente na liberação e composição bioquímica das EVs, portanto, também agindo 

na função a ser desempenhada por essas estruturas.  
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A diferença entre o tamanho das vesículas 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) 

começou a ser utilizado nas culturas celulares em 1958 como estimulador de 

crescimento celular (URZÌ et al., 2022). Ele contém aminoácidos, proteínas, vitaminas, 

fatores de crescimento, sais, dentre outras substâncias que são essenciais para a 

fixação e manutenção 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 Vesículas 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 composição para estudos tanto in vitro quanto in vivo. URZÌ et al. (2022) pontua 

que, ao mesmo tempo que a proliferação celular de MSCs da medula óssea de 

humanos é diretamente proporcional à concentração de soro fetal bovino no meio, a 

produção de fatores como interleucina 10 e indoleamina 2,3-dioxyigenase 1 pelas 

MSCs tem ótima produção com porcentagem de 7 a 10 % de soro no meio de cultivo. 

Porcentagens maiores acabam por reduzir a produção destes. Com isso é de grande 

importância que o meio de cultivo seja preparado com concentrações 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 composição não padronizada e varia de forma 

importante entre lotes. A revisão de URZÍ e colaboradores (2022) ressalta a influência 

do lote no perfil do SFB, pela comparação entre três lotes de diferentes fabricantes na 

ação em cultura de células epiteliais pigmentadas adultas da retina. O crescimento da 

cultura celular promovido e o perfil proteômico sérico foram distintos entre as culturas 

que receberam cada lote. Pedraza e colaboradores (2007) verificaram a presença de 

cristais de oxalato de cálcio em alguns lotes de soro e avaliaram que presença destes 

alterava a adesão celular.  Além da variação de fabricante do lote, a variação da 

qualidade e do momento de coleta do soro também altera a cultura celular. Já 

Barasova et al. (2021) observaram alteração de crescimento, viabilidade e morfologia 

celular em cultivos com soros de lotes obtidos em estações distintas. Tal variação nos 

lotes de SFB e sua influência na atividade celular in vitro é conhecida já a algum 

tempo, tendo Marazzi et al. (2011) relatado a presença residual de endocanabinóides 

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 monócitos e macrófagos, 

interferindo em diversas vias de sinalização e, consequentemente, no comportamento 

celular, afetando diretamente o resultado final dos testes realizados.   

Além disso, o SFB pode conter EVs provenientes do próprio soro, que 

apresentam propriedades diferentes das EVs de interesse e que podem ser 

confundidas com estas por possuírem tamanho, densidade e/ou componentes de RNA 

semelhantes. Isso pode proporcionar maior heterogeneidade na população de 

vesículas e gerar resultados equivocados em análise de EVs. Apesar de poderem 

conter fatores contaminantes e serem confundidos com as EVs de interesse do 

estudo, pesquisas têm sugerido que as EVs próprias do SFB têm papel importante no 

crescimento e na viabilidade celular, com mecanismo ainda pouco estudado 

(LEHRICH et al., 2021). Sendo assim, THÉRY e colaboradores (2006) propuseram 

alternativas, dentre elas, a realização de um protocolo para depleção das EVs séricas 

do SFB, incluindo a diluição do meio com soro fetal bovino e a realização de 

ultracentrifugação em alta velocidade. Apesar disto, o processo não é capaz de tornar 

o meio equivalente ao meio livre de SFB e, além disso, os processos de depleção de 

vesículas provenientes do SFB são baseados em densidade e tamanho de partículas 

podendo ocorrer a retirada de partículas diferentes das EVs séricas.  Adicionalmente, 

o uso destes protocolos de depleção tem mostrado variação 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 comparação com o meio de cultivo 

sem depleção das EVs do SFB, no meio com a depleção, ocorreu prejuízo na 

migração celular, e Angelini et al. (2016) observaram que o processo de 

ultracentrifugação ocasionou redução no diâmetro das células. Por fim, outra 

desvantagem da utilização do SFB também relacionada à procedência animal e à não 

padronização no processo de obtenção do soro, é a maior possibilidade de 

variabilidade do produto final e do mesmo conter proteínas e outros fatores 

imunogênicos, os quais, em aplicação clínica, têm alto potencial de xenoimunização 

e de possibilidade de transmissão indesejada de agentes zoonóticos (LEHRICH et al., 

2021). Com desvantagens tão importantes para a aplicação final das EVs, optou-se 

por utilizar no presente projeto a metodologia de meio de coleta sem SFB.  

Apesar disso, a ausência do SFB em meios de cultivo celular é um fator muito 

discutido pois sua ausência também traz importantes pontos negativos.  Diante 
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desses fatores prós 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 confluência celular recomendado para obtenção das EVs 

ocasionou estresse, autofagia celular, alterações no fenótipo celular e no conteúdo 

das EVs liberadas, e consequentemente de seus efeitos nas células alvo (LEHRICH 

et al., 2021). A privação de SFB é associada à morte celular em MSCs, além de gerar 

alteração no número e em fatores estruturais das EVs liberadas pelas células 

cultivadas, como conteúdo e tamanho (ZHU et al., 2006; POTIER et al., 2007; SUN et 

al., 2014; GUDBERGSSON et al., 2016;). Apesar desses fatores, a opção pela 

ausência 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 

migração e na diferenciação osteogênica e (ii) considerando sua utilização 

terapêutica, obter um produto com menor probabilidade de ação imunogênica. Apesar 

da ausência do SFB no meio de cultivo, as vesículas 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 diferenciação osteogênica. 

Gráfico 1 - Curvas de concentração por tamanho das EVs

 

 

 

 

Nota: O gráfico A corresponde aos grupos de EVs de MSCs pré-condicionadas com fatores 
osteogênicos (OSTEO-EVs). O gráfico B corresponde aos grupos de EVs de MSCs sem pré-
condicionamento (CTRL-EVs). A amostra 2  (198,5 ± 9,9 nm; 4,70X109 ± 1,62X108 partículas/mL) foi 
utilizada para exemplificar o grupo OSTEO e a amostra 5 (234,3 ± 27,6 nm; 5,71X108 ± 1,08X108  
partículas/mL) foi utilizada para exemplificar o grupo CTRL. 
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5.2 RT-qPCR 

 Previamente, a avaliação das amostras por NANODROP demonstrou a 

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

a realização dos procedimentos seguintes (tabela 2).  

Tabela 2: Quantificação da concentração de RNA nas amostras de EVs provindas de 

MSCs de cordões umbilicais caninos (A260) e avaliação da pureza 

(A260/A280) pelo NANODROP. 

Amostra miRNA (ng/μL) 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. 

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

real, a expressão gênica dos miRNAs de interesse no grupo tratado (OSTEO-EVs) em 

relação ao controle (CTRL-EVs) foi avaliada. Os miRNAs Cfa-miR-20 e Cfa-miR-142 

foram excluídos dos resultados devido à reprodutibilidade insuficiente dos dados e 

sua análise será 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) (gráfico 2). 
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Gráfico 2 -  Avaliação da expressão gênica nos grupos controle (não condicionado) e tratado 

(condicionado)

 
Elaborado pela autora 

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

Os quatro miRNAs avaliados, como relatado anteriormente, têm ação na 

promoção da regeneração óssea por meio da interação com diversas vias de 

sinalização, e, como esperado, o meio osteogênico promoveu o aumento da 

expressão destes miRNAs nas EVs das cPVMSCs. O miR-27a mostrou expressão 

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.  

A diferença de expressão gênica dos miRNAs relacionados com a regeneração 

óssea 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 observação está 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 modulação de conteúdo e ação das EVs 

liberadas por essas células. 
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A alteração do microambiente de cultivo exerce influência sobre o metabolismo 

das células, observada no presente trabalho pela diferente expressão dos miRNAs 

alvo nas OSTEO-EVs, e no estudo anterior (HERTEL, 2023), quando se observou que 

as OSTEO-EVs tiveram maior ação na migração celular in vitro. De forma semelhante, 

WEI et al. (2019) observaram que vesículas provenientes de células com indução 

osteogênica apresentavam efeito pró osteogênico. 

A interação entre microambiente e MSCs é uma via de mão dupla. Ambos 

influenciam um ao outro. Assim, quando as MSCs foram colocadas in vitro em meio 

osteogênico (SARUGASER et al., 2005), estas MSCs foram estimuladas a produzir 

EVs contendo fatores pró-osteogênicos, algo que ocorre in vivo e que “propaga” a 

cascata de regeneração por meio da comunicação intercelular contribuindo para 

manutenção do microambiente favorável à proliferação óssea. 

Tais resultados podem ser relacionados com estudos prévios realizados por Al-

Sharabi e colaboradores (2024) que consideraram dois grupos de vesículas 

extracelulares, Naive-EVs (derivadas de MSCs da medula óssea humana 

indiferenciadas) e Osteo-EVs (derivadas de MSCs da medula óssea humana durante 

estágio inicial da osteogênese), e realizaram sua aplicação em defeito ósseo de 

tamanho crítico no crânio de ratos. Observou-se diferença significativa entre os grupos 

em relação ao perfil proteico constituinte e em relação às funções exercidas pelas EVs 

in vitro e in vivo. In vitro foi observado aumento da proliferação e migração celular em 

ambos os grupos, porém, o grupo Osteo-EVs apresentou aumento da diferenciação 

osteogênica, percebido pela superexpressão dos genes SPP1 (codificador da proteína 

osteopontina), BSP e BGLAP (codificador da proteína osteocalcina), relacionados à 

diferenciação e maturação osteogênica, e de maior deposição de cálcio. In vivo, o 

grupo Osteo-EVs apresentou maior regeneração óssea e formação de tecido ósseo 

morfologicamente mais consistente. Assim, as vesículas provenientes de células em 

início de diferenciação osteogênica apresentaram um perfil proteico mais propício à 

promoção da osteogênese demonstrando a influência do microambiente no conteúdo 

proteico das EVs. De forma semelhante, o presente estudo demonstrou tal influência 

do microambiente no conteúdo das EVs, agora no perfil de quatro miRNAs, com 
influência semelhante na migração e diferenciação osteogênica in vitro (HERTEL, 

2023).  
É importante lembrar do potencial in vivo que pode ser exercido pelos miRNAs 

pela internalização das EVs que os contêm. Após serem liberadas pela célula fonte, 
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as EVs aderem à matriz extracelular e às células vizinhas ou são carreadas pelo 

sangue, linfa e outras vias humorais para órgãos mais distantes da origem. A partir 

daí, as vesículas exercem mediação de vias de sinalização celulares por interação 

entre receptores de membrana, transferindo informações celulares para as células 

alvo por contato direto com ligantes da superfície celular, ou por internalização da EV 

pela célula alvo, pela fusão das membranas de ambas e liberação do conteúdo da 

vesícula (proteínas, ácidos nucleicos, DNA, miRNAs) no interior da célula alvo. Uma 

vez dentro da célula as EVs se acumulam nos lisossomos e escapam da degradação 

que normalmente é por eles realizada. Com isso, após a internalização, as EVs 

conseguem atuar na função da célula receptora por meio de seu conteúdo 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 fluorescência. 

 Os miRNAs vêm sendo estudados quanto à sua ação moduladora de diversas 

vias de sinalização, por meio da ligação em sequências específicas de mRNAs, 

bloqueando a tradução proteica e alterando expressão gênica de diversos fatores.  

Cada miRNA interfere em algum processo de tradução que acaba por aumentar ou 

reduzir a ocorrência de determinada via metabólica, como as diversas vias envolvidas 

na homeostase óssea (LIAN et al., 2012).   Por esse motivo, buscou-se estudar os 

miRNAs nas EVs pré-condicionadas, objetivando adicionar mais informações na 

cascata de eventos da regeneração óssea promovida pelas EVs de MSCs.  

No presente estudo detectou-se a presença de cfa-miR-21, cfa-miR-26a, cfa-

miR-27a e cfa-miR-29a em ambos os grupos, mas com maior expressão no grupo 

proveniente de células com pré-condicionamento osteogênico.  

O mir-27a que, dentre os miRNAs, apresentou a maior expressão relativa, é 

conhecido por promover ativação da via de sinalização Wnt.  As proteínas Wnt atuam 

na organização estrutural dos tecidos durante a embriogênese e exercem função de 

manutenção da homeostase em tecidos maduros, por meio de três possíveis 

mecanismos de sinalização. Dois destes mecanismos, a via canônica Wnt/β-catenina 

e a via não canônica Wnt/Ca2+, estão ligados à maturação das células osteoblásticas 

e à promoção da formação de tecido ósseo (ABUNÁ, 2019). A ativação da via de 

sinalização Wnt favorece o fenômeno de diferenciação celular osteogênica. Tal 

informação está de acordo com a observação de aumento da diferenciação celular na 

avaliação in vitro da aplicação das EVs provenientes das cPVMCSs pré-
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condicionadas em ambiente com fatores promotores de formação óssea, avaliada no 

projeto anterior (HERTEL, 2023).  

Os osteoblastos, produzem proteínas de matriz óssea, sendo o colágeno tipo 1 

(COL1A) a proteína mais abundante no meio extracelular e responsável pela 

mineralização óssea. A diferenciação osteoblástica pode ser detectada pela produção 

de diversas proteínas da matriz extracelular tais como: COL1A, Osteocalcina (OCN), 

OPN e a Sialoproteína óssea (BSP), além de ser concomitante com o crescimento da 

atividade da enzima ALP. OPN e ALP são 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 estímulo da diferenciação 

osteogênica das células mesenquimais. O primeiro estimula os fatores pró-

osteogênicos ALP, Runx2, OPN, OSX e MeF2c, promovendo a diferenciação celular 

em osteoblastos e mineralização óssea. O segundo inibe o gene homólogo de 

fosfatase e tensina (PTEN) e a E-caderina, reguladores negativos da angiogênese e 

osteogênese, favorecendo com isso a diferenciação osteoblástica e angiogênese (LI 

et al., 2013). 

O miR-29a também apresentou maior expressão relativa no grupo pré-

condicionado do que no controle. A ação deste miRNA, embora não seja diretamente 

na diferenciação osteoblástica, atua a favor da formação óssea, na medida que 

suprime a expressão dos fatores RANKL e Quimiocina CXCL12, fatores fundamentais 

para a formação dos osteoclastos e reabsorção óssea (LIAN et al., 2019; WU et al., 

2023). A presença de RANKL, produzido por osteoblastos, permite a sobrevivência 

das células de reabsorção óssea, os osteoclastos, pela ligação deste com o receptor 

RANK (Receptor ativador do fator nuclear kappa B) localizado na superfície de 

precursores dos osteoclastos. Já a osteoprotegerina (OPG), também uma substância 

produzida pelos osteoblastos, entra na via RANK/RANKL/OPG se ligando ao RANKL 

e inviabilizando sua interação com o receptor RANK, reduzindo, portanto, o processo 

de osteoclastogênese. Neste contexto, observa-se que a coordenação entre a 

atividade osteoblástica e osteoclástica regula o metabolismo ósseo (TOBEIHA et al., 

2020; ZAINAL ARIFFIN et al., 2022), e os miRNAs podem estimular a diferenciação e 

mineralização óssea ou favorecendo a formação ou inibindo a reabsorção óssea pela 

interferência em diversas vias de sinalização. Essa coordenação entre osteoblastos e 
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osteoclastos é muito importante in vivo e o conhecimento da atuação dos miRNAs na 

interação entre essas células é promissor para futura aplicação das EVs in vivo, 

transportando estas moléculas e otimizando a regeneração óssea.  

Assim, sugere-se que o pré-condicionamento contribuiu para maior atividade 

pró-osteogênica das EVs, diretamente relacionado ao efeito na migração celular 

observada in vitro. Desta forma, acredita-se que a utilização terapêutica das EVs pré-

condicionadas em meio osteogênico poderá refletir de forma importante no seu uso 

terapêutico. 
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6 CONCLUSÃO 

Diante do exposto, concluiu-se que os miRNAs miR-27a, miR-26a, miR-21 e 

miR-29a estão presentes nas vesículas extracelulares (EVs) de MSCs do cordão 

umbilical canino (cPVMSCs); os miRNAs se mostram mais expressos nas EVs de 

cPVMSCs quando estas são pré-condicionadas em meio osteogênico por 48 h. Sendo 

assim, sugere-se o potencial promissor do uso das EVs provindas de MSCs pré-

condicionadas para aplicação na regeneração óssea. 
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