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RESUMO

SILVA, Aline Silvestrini da, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, julho de 2023.
Secretoma de células estromais mesenquimais perivasculares do cordao
umbilical canino para regeneracao da cartilagem. Orientadora: Emily Correna
Carlo Reis. Coorientadores: Adriano Sabino de Paula, Andrea Pacheco Batista Borges
e Fabiana Azevedo Voorwald.

A osteoartrite € uma doenca articular degenerativa que afeta milhdes de pessoas em
todo o mundo. Embora a doenca seja multifatorial e envolva diversos mecanismos
patolégicos, o microambiente articular desempenha um papel crucial no
desenvolvimento e progressao da osteoartrite. Compreender a composigao e funcao
do microambiente articular € fundamental para o desenvolvimento de estratégias
terapéuticas eficazes. Dentre as estratégias que tém despertado um grande interesse
mais recentemente estd a aplicagdo do secretoma de células estromais mesenquimais
(MSCs), que se mostra uma abordagem promissora para o tratamento da osteoartrite.
Nesse contexto, esta tese tem como objetivo explorar o potencial terapéutico do
secretoma de MSCs na osteoartrite. A tese foi dividida em dois capitulos principais. O
primeiro capitulo consiste em uma revisdo sisteméatica sobre o papel do
microambiente na osteoartrite, analisando fatores importantes para o
desenvolvimento de terapias com MSCs. O segundo capitulo € dedicado a
apresentacao de um trabalho in vitro investigando os efeitos do secretoma de MSCs
na proliferacdo, migracao e manutencao do fenétipo condrogénico de condrécitos
articulares de coelhos, por meio de marcacdo de glicaminoglicanos e expressao
génica de fatores associados a condrogénese.

Palavras-chave: Doenca articular degenerativa. Meio condicionado. Terapia cell free.



ABSTRACT

SILVA, Aline Silvestrini da, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, July, 2023.
Secretome of perivascular mesenchymal stromal cells from canine umbilical
cord for cartilage regeneration. Adviser: Emily Correna Carlo Reis. Coorientadores:
Coorientadores: Adriano Sabino de Paula, Andrea Pacheco Batista Borges and
Fabiana Azevedo Voorwald.

Osteoarthritis is a degenerative joint disease that affects millions of people worldwide.
Although the disease is multifactorial and involves various pathological mechanisms,
the joint microenvironment plays a crucial role in the development and progression of
osteoarthritis. Understanding the composition and function of the joint
microenvironment is essential for the development of effective therapeutic strategies.
Among the strategies that have recently attracted great interest is the application of
the secretome of mesenchymal stromal cells (MSCs), which shows promise as an
approach for the treatment of osteoarthritis. In this context, this thesis aims to explore
the therapeutic potential of MSC secretome in osteoarthritis. The thesis is divided into
two main chapters. The first chapter consists of a systematic review on the role of the
microenvironment in osteoarthritis, analysing important factors for the development
MSCs-based therapies. The second chapter is dedicated to the presentation of an in
vitro study investigating the effects of MSC secretome on the proliferation, migration,
and maintenance of the chondrogenic phenotype of rabbit articular chondrocytes,
through the labeling of glycosaminoglycans and gene expression of factors associated

with chondrogenesis.

Keywords: Degenerative joint disease. Conditioned medium. Cell-free therapy.
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1. INTRODUCAO GERAL

A osteoartrite (OA) € uma doenca articular degenerativa e uma das principais
causas de incapacidade em adultos em todo o mundo. Com uma populagcédo
envelhecida em associacdo com a obesidade e o sedentarismo, esta sindrome esta
se tornando ainda mais prevalente do que nas décadas anteriores, com estimativas
mundiais sugerindo que 250 milhdes de pessoas estdo atualmente afetadas (Hunter
and Bierma-Zeinstra, 2019). A OA resulta em dor, rigidez e perda de fungédo nas
articulacdes afetadas. Apesar dos recentes avangos no entendimento da fisiopatologia
da OA, as opc¢oes terapéuticas atuais ainda sao limitadas e incapazes de promover a
regeneracao efetiva do tecido cartilaginoso (Grassel and Muschter, 2020).

Nas ultimas décadas, as células estromais mesenquimais (MSCs) tém
emergido como uma promissora abordagem terapéutica para doencas
musculoesqueléticas, incluindo a OA (Qu and Sun, 2021). As MSCs sao células
multipotentes que podem ser isoladas de diversos tecidos, como a medula éssea
(Eleotério et al., 2016), o tecido adiposo (Rhijn et al., 2013) e o corddo umbilical
(Sepulveda et al.,, 2020). Além de sua capacidade de se diferenciar em multiplas
linhagens celulares, as MSCs secretam uma ampla gama de fatores solUveis e
vesiculas extracelulares (VEs), formando o chamado "secretoma" das MSCs (Yang et
al., 2018; Baberg et al., 2019).

O secretoma das MSCs tem despertado grande interesse devido ao seu
potencial regenerativo no tratamento de diversos tecidos, como tecido ésseo, articular
e cutaneo (Benavides-Castellanos, Garzén-Orjuela and Linero, 2020; Kearney et al.,
2022; Ormazabal et al., 2022). O tecido cartilaginoso é especialmente suscetivel a
degeneracao devido ao seu baixo potencial de regeneracédo enddgena, o que ganha
ainda mais importancia no contexto da OA. Esse baixo potencial de reparagéo se deve
a algumas caracteristicas intrinsecas do préprio tecido como: i) avascularidade: a
cartilagem é um tecido avascular, o que significa que nao possui vasos sanguineos
que fornecam oxigénio e nutrientes diretamente as células. Isso torna o processo de
reparo mais lento em caso de les&o; ii) baixa taxa metabdlica: os condrécitos,
possuem uma baixa taxa metabdlica, o que afeta sua capacidade de autorreparagéao
e regeneracao e iii) pressao mecanica constante: em algumas partes do corpo, como
nas articulacdes, a cartilagem esta sob constante pressdo mecéanica devido ao

movimento e a carga exercida durante as atividades diarias. Isso pode causar
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desgaste ao longo do tempo (Ulici et al., 2022). O secretoma das MSCs pode ajudar
na regeneracao do tecido cartilaginoso na reducao da inflamagao, no estimulo a
proliferacao celular, na modulagcao da matriz extracelular e na inibicado da morte celular
programada (Maumus et al., 2013; Cosenza et al., 2017; Liu et al., 2018).

O microambiente e o nicho celular desempenham papéis fundamentais na
manutenc¢do da homeostase do tecido cartilaginoso, e qualquer desequilibrio nesse
ambiente pode levar a progressdo da OA (Borrelli et al.,, 2019). Acredita-se que o
secretoma das MSCs possa modular o microambiente e promover a regeneracao do
tecido cartilaginoso (W. Chen et al., 2019).

O processo inflamatério desempenha um papel fundamental na regeneracéo
tecidual. Embora a inflamagdo seja frequentemente associada a uma resposta
negativa, ela é, na verdade, uma parte essencial do processo de cura e regeneracao
do tecido apos lesdo ou dano (Janakiram et al, 2021) Trata-se de uma resposta
imunoldgica natural do organismo que visa proteger a area afetada, remover os
tecidos danificados e iniciar o processo de reparagao.

Além disso, € preciso destacar o papel significativo que o secretoma
desempenha no microambiente inflamatério da osteoartrite (Wang and Xu, 2021).
Estudos tém demonstrado que o secretoma de células-tronco mesenquimais (MSCs)
atua na imunomodulacao e é capaz de atenuar a resposta inflamatdria exacerbada
observada na osteoartrite osteoartrite (Jin et al., 2022; Nabavizadeh et al., 2022).

O secretoma é constituido por fatores solUveis e vesiculas extracelulares (VESs),
que transportam uma carga de proteinas, acidos nucleicos e lipidios bioativos (Fan et
al., 2020). Esses fatores soluveis tém a capacidade de modular a atividade das células
imunes, reduzindo a producdo de citocinas pro-inflamatérias e promovendo um
microambiente anti-inflamatério.

Outra funcéao relevante do secretoma de MSCs é o estimulo a proliferacao de
células enddgenas, como condroblastos e células-tronco mesenquimais residentes,
que desempenham um papel crucial na regeneracdo e reparagao do tecido
cartilaginoso (Klinder et al., 2020; Contentin et al., 2022).

E importante ressaltar que, embora a inflamacdo seja essencial para a
regeneracao, € necessario garantir que a resposta inflamatoria seja equilibrada para
que a regeneracdo ocorra de forma adequada. Uma inflamacédo excessiva ou
prolongada pode levar a problemas de reparacédo e até mesmo ao desenvolvimento
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de doencas crénicas. Portanto, o controle adequado da inflamagao € essencial para
assegurar uma regeneracgao tecidual eficaz e saudavel (Janakiram et al., 2021).
Apesar do crescente interesse e dos avangos na pesquisa sobre 0 secretoma
das MSCs, essas sao ainda muito recentes e existem desafios a serem superados. A
compreensao dos mecanismos de acao e a identificacdo dos componentes criticos do
secretoma sao essenciais para o desenvolvimento de terapias baseadas em MSCs
para a OA. Além disso, é fundamental investigar os efeitos do secretoma em diferentes
estagios da doenca e considerar as interacbes complexas entre as células do tecido
cartilaginoso e o microambiente circundante. Assim, o objetivo deste estudo foi
explorar o potencial terapéutico do secretoma das MSCs e aprofundar nossa
compreensao sobre sua influéncia no microambiente do tecido cartilaginoso na OA.
No capitulo |, apresentaremos uma revisao sistematica sobre os fatores identificados
na indugao de lesdes osteoartriticas em modelos animais. No capitulo Il, abordaremos
um estudo que avaliou in vitro o efeito do secretoma derivado de MSCs em condrocitos

articulares.
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2. CAPITULO

Characterization of the joint microenvironment in osteoarthritic joints and their
repair for the development of MSCs-based treatments - Systematic Review

2.1.Graphical abstract

Systematic review
Characterization of the joint microenvironment in osteoarthritic joints and their repair for the development
of MSCs-based treatments
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2.2. Abstract

Osteoarthritis is a degenerative joint disease characterized by progressive
deterioration of the articular cartilage, leading to pain, stiffness, and loss of joint
function. The disease is multifactorial and involves various pathological mechanisms,
in which the joint microenvironment plays a crucial role in the development and
progression of osteoarthritis. The joint microenvironment is composed of various cells,
including chondroblasts, chondrocytes, synovial cells, and immune cells. These cells
interact with each other and with the extracellular matrix, secreting a variety of bioactive
molecules that can influence joint homeostasis or contribute to osteoarthritis pathology.
This study aimed to investigate the factors that are negatively expressed or regulated
in a healthy and diseased joint. The search was conducted in the PubMed, Web of
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Science, and Scopus databases. The vast majority of studies used smaller animal
models. In all studies, the osteoarthritis induction model was performed in the
femorotibiopatellar joint. Sample analyses varied widely between studies and included
macroscopic analysis, histology, immunohistochemistry, Elisa, micro-computed
tomography, micromagnetic resonance, and behavioral and pain analysis. The results
of these analyses have identified a range of factors associated with joint inflammation,
including macrophage markers, MMP-13, TNF, apoptotic markers, and interleukins.
Additionally, factors related to chondrogenesis, such as aggrecan GAG, collagen type
ll, TGF beta family, and vVWF, were also found to be correlated. Modulating the
inflammatory process and chondrocyte survival in an osteoarthritic joint may be key
points for further research. Based on the findings described in the studies covered by
this systematic review, we can conclude that chondrocyte survival is one of the central

factors involved in regulating the microenvironment of the articular cartilage.

Keywords: Musculoskeletal disease. Niche. Tissue repair.

2.3.Introduction

Mesenchymal stem cells (MSCs) are greatly known for their regenerative and
immunomodulatory effect which has been leading the increasing number of researches
on their therapeutic effects on many diseases (Gale et al., 2019; Assi et al., 2023).
Osteoarthritis (OA), a degenerative joint disease in which inflammation occurs in a
progressive cycle (Kloppenburg and Berenbaum, 2020), is an example in which MSCs
have been successfully used for treatment (Chahal et al, 2019). OA is a highly
prevalent musculoskeletal disorder that affects approximately 250 million people
worldwide (Hunter and Bierma-Zeinstra, 2019). OA can affect any joint but most
commonly affects the knee, hands, hip, and spine. In addition to this evident harm to
the individual's health, the economic burden of OA for patients and society is
considerable (James et al., 2018; Kloppenburg and Berenbaum, 2020), with large
expenses related to long-term treatments and the number of people affected, a number
that has increased by 48% between 1990 and 2019 (James et al., 2018; Network,
2020).
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Cell therapy still carries the concerns of foreign cell transplant, related both to
the cell culture and expansion procedures and adverse immune responses (Petrus-
Reurer et al., 2021). Since MSCs mostly exert their therapeutic effects through
secreted paracrine factors, recently, extracellular vesicles (EVs) have been studied on
an effort to develop cell-free therapeutic strategies (Zhang et al., 2020; Hertel et al.,
2022; Liang et al., 2022) It has been shown that EVs contain numerous bioactive
molecules including lipids, proteins, mRNAs, transfer RNA (tRNA), long noncoding
RNAs (IncRNAs), microRNAs (miRNAs) and mitochondrial DNA (mtDNA) (S et al.,
2016), which can influence local tissues with regenerative and anti-inflammatory
effects (S et al., 2017). D’arrigo et al., (2019) clearly showed this promising field on the
systematic review, showing 20 studies on extracellular vesicles for OA treatment.
Results showed reduction of inflammatory factors and improvement on cell
proliferation in in vitro works and the prevention of cartilage destruction, improvement
of subcondral bone integrity and decrease in M2 macrophage infiltration and
inflammatory cytokines in animal models.

On thinking about possible benefits of EVs and MSCs as well, these cells are
not quiescent in the adult tissues where they reside, but exert functions related to that
tissue microenvironment (Caplan, 2009). Even their therapeutic effects have been
shown to be affected by the microenvironment from where they are harvested (Gémez-
Aristizabal et al., 2012; Yannarelli et al., 2013). Also,upon implantation on cell therapy,
MSCs receive information from the microenvironment in which they are implanted and
thus respond with the right bioactive factors (Sarugaser et al., 2009). Therefore,
therapeutic effects of extracellular vesicles is probably related to the microenvironment
in which MSCs cells came from or the conditions where they were cultured in (Hertel
et al., 2022; Zhang et al., 2022). Indeed, Gupta (2022) and Duan (2021) have shown
differences on MSCs secretome and their effect as a consequence of different in vitro
pre-conditioning methods.

Currently, several characteristics of the OA microenvironment are known, it is
clear, however, that the factors present in an osteoarthritic joint need to be better
understood. An example of this is the influence that the inflammatory
microenvironment can exert when cell therapy is applied to an osteoarthritic joint;
cartilage regeneration has been documented but also fibrocartilage or hypertrophied
cartilage, tissues that are not the goal of an adequate repair for joint function
(Jayasuriya et al., 2016). Similarly, the microenvironment of an osteoarthritic joint in
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the process of recovery (reduction in inflammation and/or cartilage regeneration) is still
the result of many studies seeking the basis to favor this process. Thus, with this
systematic review, we aimed at analyzing the articular microenvironment in an
osteoarthritic joint as well as in those undergoing different treatments, seeking to detail
the factors involved both in the disease and regeneration which we believe to be the
key to developing pre-conditioning methods for future therapies with MSCs and

theirderived extracellular vesicles.

2.4.Material e methods
2.4.1. Search strategy

This systematic literature review was carried out by two independent authors
and conducted following the guidelines of the Preferred Reporting ltems for Systematic
Reviews and Meta-Analysis (PRISMA). An initial protocol was defined to guide the
research:

a) Population: animal model for induction of articular osteoarthritis;

b) Intervention: treatment protocols applied directly to the lesion;

c) Results: description of the microenvironmentof a damaged joint in the process of
repair.

The search was carried out in PubMed, Web of Science, and Scopus
databases. The databases were accessed in March 2021. To achieve maximum
sensitivity of the search strategy, we combined the following keywords (strings) with
Boolean operators (AND or OR): (cartilage OR chondr*) AND (repair OR regeneration
OR healing) AND (niche OR microenvironment)) AND ("growth factor" OR GF OR
cytokine). From this research, the studies were analyzed (n= 650 studies) using the
StArt software (State of the Art through Systematic Review) developed by the Federal
University of S&o Carlos (UFSCar).

2.4.2. Selection criteria

The studies were selected in three consecutive steps and according to the
eligibility criteria chosen by the authors. First, after eliminating duplicates, the titles
were selected to assess their eligibility. Then, the articles that met or were considered
to meet the criteria had their abstracts evaluated. Sequentially, the selected articles
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were retrieved as full texts. In the final step, all studies that reported the outcome of

interest were selected. Details are shown in Figure 1.
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Figure 1: Flowchart of the systematic review execution mechanism.

Studies were considered eligible if they met the following criteria:
a) Experimental studies with induction of articular osteoarthritis in an animal model;
b) Only studies in English;
c) Studies that addressed the description of the in vivo microenvironment/niche for the
development of osteoarthritis;
d) Studies that had a negative control group.

The following exclusion criteria were defined:
a) Studies only in vitro;
b) Studies that addressed the microenvironment/niche only in in vitro evaluations.
c) Studies that addressed cartilage that was not of the hyaline type;
d) Studies that did not have a negative control group.
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2.4.3. Data extraction

Qualitative data were extracted from all included articles. Data extracted from
each study included: author's name, year of publication, animal model, sample
number, OA induction model and anatomical site, types of treatments tested and
negative control, application routes and frequency, evaluation timepoints, types of
analyzes performed on tissue samples and their results, as follows. The data referring
to the control groups were analyzed to understand the factors involved in the disease,
comparing them with the factors observed when the treatment resulted in successful
cartilage regeneration. Thus, it was possible to define the reduced, normal or increased
factors in the presence of the disease without treatment and with the treatment
proposed by each study, having as reference the success or not of the performed
treatment.

To assess the methodological quality of the included studies, the Risk of Bias
(RoB) tool of the Center for Systematic Review for Laboratory Animal Experimentation
(SYRCLE) was used (Hooijmans et al. 2014). This tool is based on the Cochrane RoB
(Higgins et al. 2011). Each domain will be graded as “low risk”, “unclear” or “high risk”
within each domain through evaluations of the following points: 1) Sequence
generation - selection bias; 2) Baseline characteristics - selection bias; 3) Allocation
concealment - selection bias; 4) Random housing - performance bias; 5) Blinding of
participants - performance bias; 6) Evaluation of random results - detection bias; 7)
Blinding of results - detection bias; 8) Incomplete result data - attrition bias; 9) Selective

reporting - reporting bias, and 10) Other sources of bias.

2.5.Results

Of the 32 studies selected for the extraction phase, 22 of them were excluded
for not addressing the joint microenvironment or for not evaluating a control group in
comparison with the proposed treatments. Of the ten studies included in this work,
eight of them were carried out in the last five years (80%).

Regarding the experimental animal model, five studies used the rabbit as an
animal model, four of them the rat and one the swine. As for the induction of OA, one
study performed it through the intra-articular injection of monosodium iodoacetate
(MIA), two studies through ligament rupture associated with medial meniscus excision,
and seven studies through the creation of an osteochondral defect on the joint surface.
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In the latter, the diameter and depth of the osteochondral defects varied according to
the animal model used, all of which were considered critical size defects for the species
in question. In all included studies, OA was induced in the femorotibiopatellar joint uni
or bilaterally. Timepoints of euthanasia for collection of joints for analysis varied
considerably among studies, with a minimum observation timepoint of two weeks and
a maximum of 6 months. Summary information is available in table 1.

Complementary analyzes and tests varied greatly. Of the ten studies included,
only one of them performed only a descriptive histological analysis. All others
performed their histological analyzes based on techniques already described for
classification, score definition and staging of osteoarthritis, as shown in table 2.

Except for one study (Zhou et al. 2006), all others evaluated positive and
negative regulators of chondrogenesis (upregulated and downregulated, respectively)
in the experimental and control groups. The chondrogenesis regulators evaluated by
the studies are listed in table 3.



Table 1: Summary of study characteristics, the animal model used, and OA induction model. N: number of joints evaluated

Authors N Animal Time-points OA induction model

Model (weeks)
Zhou et al., 16 Porcine 12 and 24 Two bilateral osteochondral defects measuring 8mm in diameter x 6mm in depth in the
2006 trochlea.
Chang et 44 Rabbit 4and 12 A bilateral osteochondral defect measuring 3 mm in diameter x 3 mm in depth in the medial
al., 2013 femoral condyle.
Wang et al., 60 Rabbit 4,8 and 12 An osteochondral defect measuring 4 mm in diameter and 3 mm in depth in the trochlea.
2017
Han et al, 8 Rabbit 12 Two osteochondral defects in the same joint measuring 3.5 mm in diameter and 5 mm in
2018 depth in the trochlea.
Dai et al, 36 Rat 6 Ligament rupture and partial bilateral medial meniscus excision
2018
Gan et al, 10 Rabbit 12 Two unilateral osteochondral defects measuring 3.5 mm in diameter and 5.0 mm in depth
2019 in the trochlea.
Chen etal, 40 Rat 12 A bilateral osteochondral defect measuring 1.6 mm in diameter x 1.6 mm in depth in the
2019 trochlea.
Hu et al, Valuenot Rat 7 Ligament rupture and partial bilateral medial meniscus excision
2019 informed

21



Jiang et al.,
2021

Mou et al.,
2021

40
16

45

Rabbit

Rat
Rat

12e 24 An osteochondral defect measuring 3.0 mm in diameter and 1.5 mm in depth in the trochlea.
(rabbits)

10 e 20 days An osteochondral defect measuring 2.0 mm in diameter and 1.0 mm deep in the trochlea.
(rats)

2and 12 Intra-articular injection of monoiodoacetic acid.

22
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Table 2: Results observed in control groups after induced OA in each of the included studies.

BV/TV (ratio between bone volume and tissue volume), BVF (bone volume fraction), CD105 (marker of angiogenesis), CD206
(macrophage marker), CD68 (macrophage marker), CD73 (MSCs marker), CD86 (macrophage marker), GAG (glycosaminoglycan),
IL-1 (Interleukin-1), IL-10 (Interleukin-10), IL-17 (Interleukin-17), IL-1b (Interleukin-1 beta), IL-6 (Interleukin-6), MMP13m (Matrix
Metallopeptidase 13), MR (M2 macrophage marker), Tb.Th (thickness of the trabecular bone), TGF-b2 (transforming growth factor
beta 2), TGF-b3 (transforming growth factor beta 3), TGF-B1 (transforming growth factor beta 1), TNF-a (tumor necrosis factor-alpha),
TUNEL (method for detecting apoptotic DNA fragmentation), vVWF (von Willebrand factor), WBI (weight-bearing index), WORMS
(Whole-Organ Magnetic Resonance Imaging Score).

Authors Analysis Time-points  Results
(weeks)
(Zhou et al., Macroscopic evaluation 12 There was no repair.
2006)
24 Incomplete repair in a few samples and the majority there was
no repair.
Histology: Wakitani and Pineda score (Pineda et al., 1992; 12 Worst indices in the Wakitani and Pineda histological score
S. Wakitani et al., 1994) among the study groups.
24 Worst indices in the Wakitani and Pineda histological score

among the study groups.

(Chang et al., Wayne score macroscopic evaluation (Wayne et al., 2005) 4 Worst indices in Wayne's macroscopic score among study
2013) groups.
12 Worst indices in Wayne's macroscopic score among study

groups.
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(Wang et al.,
2017)

Micro-CT: BV/TV and Tb.Th.

Histology: Wayne score (Wayne et al, 2005) and GAG

quantification.

Immunohistochemistry (type | collagen, type Il collagen,
SOX9, CD31 e o VWF, TGF-b2 e TGF-b3

Histology: ICRS score (Mainil-Varlet et al., 2010)

Immunohistochemistry: type Il collagen

12

12

N

12

12

Lower BV/TV and Tb.Th values between study groups.
Lower BV/TV and Tb.Th values between study groups.
Worst indices in Wayne's histological score among study
groups. Quantification of GAG did not differ between study

groups.

Worst indices in Wayne's histological score among study
groups. Lower GAG quantification between study groups.

Lower expression of CD31 and vWF among study groups.

Lower expression of CD31 and vWF among study groups.

Worst indices in the ICRS histological score among the study
groups.

Worst indices in the ICRS histological score among the study

groups.

Worst indices in the ICRS histological score among the study

groups.

Did not express type Il collagen
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Han et al,
2018

Dai et al,
2018

Gan et al,
2019

Macroscopic evaluation

Histology: O'Driscoll score (O’Driscoll et al., 2001)

Immunohistochemistry: type Il collagen

Gait observation

Toluidine blue staining histology for GAG labeling.

Immunohistochemistry: MMP13, CD68, MR, and TUNEL

Synovial fluid ELISA: TGF-B1 and TGF-33.

Macroscopic evaluation

Histology: O'Driscoll score (O’Driscoll et al, 2001) with
safranin O fast green (GAG) staining.

12

12

12

12

12

Did not express type Il collagen

Did not express type Il collagen

Worst indices in the ICRS macroscopic score among the study

groups

Worst indices in the O'Driscoll histological score among the
study groups.

Did not express type Il collagen

After the first six weeks, the control group still presented a
painful gait, unlike the other groups.

The articular cartilage surface exhibited structural damage,
including discontinuities and fractures. Weak tagging for GAG.

Strong tagging for MMP13, CD68, and TUNEL analysis. Weak
tagging for MR.

Significantly decreased levels of TGF-B1 and TGF-B3.

Worst indices in the ICRS macroscopic score among the study

groups.
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Chen et al.,
2019
Hu et al,
2019
Jiang et al,
2021

Macroscopic evaluation

Histology: ICRS score (Mainil-Varlet et al., 2010)

Immunohistochemistry: collagen type Il and MMP13.

Histology: OARSI score (Pritzker et al., 2006) with toluidine
blue staining and safranin O fast green (GAG)

Immunohistochemistry: TUNEL, type Il collagen, aggrecan,
MMP-13, CD68, and MR.

Synovial fluid ELISA (TGF-B1 and TGF-B2).

Macroscopic evaluation

12

12

12

12

Worst indices in O’ Driscoll histological score between study

groups. Weak tagging for GAG.

Worst indices in the ICRS macroscopic score among the study

groups.

Worst indices in the ICRS histological score among the study
groups.

Weak type Il collagen labeling on the defective joint surface

and high MMP13 expression.
Worst indices in the OARSI histological score among the study
groups.

Reduced GAG content.

Low labeling of aggrecan, collagen type Il, and MR High
marking of MMP-13, CD68, and TUNEL.

Low levels of TGF-B1 and TGF-p2.

Worst indices in the ICRS macroscopic score among the study

groups.
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Histology: Guo score (Guo et al, 2010) with safranin

staining O fast green (GAG and collagen).

Immunohistochemistry: , IL-1, IL-10 and TNF-a, CD206,

CD68 and CD86, CD73 and CD105

Micro-MRI: WORMS.

Micro-CT: BVF and Tb.Th

Synovial fluid ELISA: TNF-a, IL-1b, IL-6, IL-17.

24

24

10 days

20 days

12

24

12

24

Worst indices in the ICRS macroscopic score among the study
groups.

Worst indices in Guo histological score among study groups
Weak staining for GAG and collagen.

Worst indices in Guo histological score among study groups
Weak staining for GAG and collagen.

Weak labeling for IL-10, CD206 and CDG68.
Strong tagging for CD86. There was no difference in the

labeling of TNF-q, IL-1, CD73, and CD105 between groups.

Weak labeling for IL-10, CD206, and CD68.

Strong tagging for CD86. There was no difference in the
labeling of TNF-q, IL-1, CD73, and CD105 between groups.
Higher WORMS scores among treated groups.

Higher WORMS scores among treated groups.

Lower BVF values and no statistical difference in Tb.Th values
between groups.

Lower BVF and Tb.Th values between groups.

High expression of TNF-a, IL-1b, IL-6 and IL-17.
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Mou et al,
2021

Histology: Kikuchi score (Kikuchi, Yamada and Shimmei,
1996) with safranin O fast green (GAG) color

Immunohistochemistry: TNF-a, IL-1b, IL-6, IL-17.

Behavior and pain analysis: WBI.

12

12

12

12

High expression of TNF-a, IL-1b, IL-6, and IL-17.

Worst indices in Kikuchi histological score among study groups
Weak scoring for GAG.

Worst indices in Kikuchi histological score among study groups
Weak scoring for GAG.

High expression of TNF-a, IL-1b, IL-6, and IL-17.

High expression of TNF-a, IL-1b, IL-6, and IL-17.

Low WBI value

Low WBI value



Tabela 3: List of expressed and unexpressed factors in joints submitted to OA.

Authors Increased Decreased Factors without change, regardless of Factors that increased in chondrogenesis

Factors in OA

factors in OA

treatment

Chang et al, CD31p CD31p
2013 vWFp vWFp
GAG GAG
Sox9
Type Il collagen
Wang et al, Type Il collagen Type Il collagen
2017

(Han et al,
2018)

Type Il collagen

Type Il collagen

Dai etal, 2018 MMP13 GAG GAG
CD68 MR MR
TUNEL. TGF-B1 TGF-B1
TGF-B3 TGF-B3
Gan et al., 2019 GAG GAG

Chenetal.,, 2019 MMP13

Type Il collagen

Type Il collagen
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Hu et al., 2019

Jiang et al., 2021

Mou et al., 2021

MMP-13
CD68
TUNEL

CD86

TNF-a
IL-1b
IL-6
IL-17

Aggrecan,

Type Il collagen
MR

TGF-B1

TGF-p2

GAG

Type Il collagen
IL-10

CD206

CD68

GAG

IL-1
TNF-a
CD73
CD105

Aggrecan,
Type Il collagen
MR

GAG

Type Il collagen IL-10
CD206

CD68

GAG
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Regarding the quality of studies and risk of bias, Figure 2 shows the main
characteristics of their assessment. The high proportion of “unclear” scores indicates
inadequate reporting of most analyzed items.

Risk of bias

Dther sources of bias

Reporting biss - Selectve outiome reporting
Attriton eas - Incomplete outiome data
Detettion biss - Binding

Detection bias -Random outoome assessment
Performance bias - Blinding

Performante biad - Random housing
Selection bias - Allocation conceafment

Seecnon bias - Baseliné charaoenstics

Selection bias - Sequence generation

miow nskofwas wUndear @ High riskof bas

Figure 2: Risk of bias in assessing the methodological quality of the 10 articles
included in the systematic review.

Regarding the generation of random sequences, a “low risk” score was
identified in all studies. The method used to conceal the allocation has not been
reported, but all studies claim that the allocation was performed in a randomized
manner. As for baseline characteristics, 50% of the studies were identified as having
a “low risk” score for providing complete information regarding animal characteristics
and distribution between groups. The others were identified as “unclear” because they
concealed some information regarding the characteristics of the animals or did not
describe whether they carried out an equal distribution in the groups regarding the
gender of the animals when using animals of both sexes. As for allocation
concealment, random housing, blinding of participants, and evaluation of random
outcomes, all studies were identified with a score of “unclear” because they did not
provide information that would allow this assessment to be made. As for the blinding
of the results, 20% of the studies were identified with an “unclear” score because they
did not report whether the evaluators were blinded, while the majority, 80%, did so,
being classified as “low risk”. All studies were identified with a “low risk” score for the

incomplete data of the results, since they provided the results of all evaluated groups.
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A “low risk” score was also assigned to selective report, as 80% of the studies provided
information on the protocols. As for other sources of bias, 20% of the studies were
identified with an “unclear” score as they did not provide quantitative or descriptive data

regarding the findings in immunohistochemistry, providing only microscopic images.

2.6.Discussion

Before discussing the main objective of the present study, OA
microenvironment, the methodological quality of the studies must be assessed. The
risk of bias analysis showed an overall low or unclear risk, with no high risk reported.
Among the methodological variations among the studies, we consider animal models
and evaluation methods to be the ones with a greater probability to interfere on the
reported results.

On the animal models, each model presents advantages and disadvantages,
the choice depending on the specific objectives of each work, which must be analyzed
since it could be a source for diverging or at least different results. Most studies used
smaller animal models, such as rats and rabbits, possibly focusing on the shorter time
required for OA changes. Smaller animal models are much easier to handle, allow for
quick experimental study, generate lower maintenance costs, and are more easily
accessible than larger animal models (horses, pigs, and dogs) (Little and Smith, 2008;
Kuyinu et al., 2016). However, they may not allow an adequate collection of tissue
samples due to their small size and tend to differ to a greater extent in their anatomical
and histological structure when compared to humans (McCoy, 2015). Another aspect
is the longer lifetime of larger animal models, which allows for a slower progression of
the disease and more time to assess the stages of OA, similar to what is observed in
humans. Only the study by Zhou (2006) (Zhou et al., 2006) used swine, probably to be
able to assess the progression of OA over a longer period of time (24 weeks). However,
larger animal models are more costly and their studies take longer to conduct. Overall,
no aspect of any of the used animal models negatively interfered with the results on
microenvironment evaluation.

Also, evaluation methods must be consistently considered once results are
highly dependent on their accuracy. All studies in this review performed histological
analysis of joint tissue samples, as well as macroscopic evaluation, both important to
relate the microenvironment factors to the stage of OA evaluated. Several histological
scoring systems for staging and classifying OA can be found to be applied universally
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in any OA induction model, mainly joint instability, enzymatic-induced degradation, or
critical osteochondral defect (Glasson et al., 2010). The most widely used histological
scoring systems are Pineda (Pineda et al., 1992), Wakitani (S Wakitani et al., 1994),
Kikuchi (Kikuchi, Yamada and Shimmei, 1996), O’Driscoll (O’Driscoll et al., 2001),
Wayne (Wayne et al., 2005), OARSI (Pritzker et al., 2006), ICRS (Mainil-Varlet et al.,
2010), and Guo (Guo et al., 2010). No predominance of any of these systems was
observed.

Based on the findings of control groups of the studies in this review, it was clear
that upon triggering factors, mostly an exogenous substance, joint instability, or critical
osteochondral defect, the joint is unable to recover its structural and functional integrity
if it does not receive adequate therapy. This is evident by the findings of fibrocartilage,
tissue disorganization, joint surface irregularity, poor score in histological OA staging
scores, increased expression of negative chondrogenesis regulators, and decreased
expression of positive chondrogenesis regulators or of those that should be expressed
in a normal joint. In such microenvironment, the negative regulators of chondrogenesis
that had high expression were MMP13 (Dai et al., 2018; Hu et al., 2019; Y. Chen et al.,
2019), CD68 (Dai et al., 2018; Hu et al., 2019), apoptosis markers (Dai et al., 2018; Hu
etal., 2019), CD86 (Jiang et al., 2021), TNF-a, IL-1b, IL-6 and IL-17 (Mou et al., 2021).
Of these, the main ones are the pro-inflammatory cytokines, fundamental mediators of
the onset and progression of OA, many related to macrophages. For instance,
macrophages are the main producers of TNFa and, interestingly, are also highly
responsive to TNFa (Parameswaran and Patial, 2010). IL-1B is an important
macrophage-derived pro-inflammatory cytokine that acts primarily through the
induction of a cytokine network (Dinarello, 2009). IL-6 plays an important role in
macrophage polarization (Chen et al,, 2018) and IL-17 is involved in macrophage
activation (Nakai et al., 2017). These show the importance of macrophage and their
products for the OA microenvironment and should be taken into account when
designing an in vitro pre-conditioning method.

Macrophages are among the variety of immune system cells included in the
regulation of the inflammatory process. Macrophages are phagocytic cells that can be
found in almost every tissue. There is growing evidence to suggest that macrophages
may be strongly involved in modulating inflammation in osteoarthritic joints through the
secretion of inflammatory mediators (Wu et al., 2020), an information reinforce by what

was shown in this review. Depending on the signaling, macrophages can present two
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phenotypes: a) M1 type macrophages that are pro-inflammatory; b) M2 type
macrophages which are anti-inflammatory and pro-resolving. The imbalance between
these two phenotypes can lead to chronic inflammation and has been identified as
essential in the development of OA because they can differentially modulate the
anabolic or catabolic responses of different cell types with the onset or progression of
OA (Xie et al., 2019; Wu et al., 2020). Type M1 macrophages secrete, in addition to
inflammatory cytokines, cartilage matrix degradation enzymes, including MMPs,
leading to cartilage degeneration (Gémez-Aristizabal et al., 2019). Macrophages with
M2 anti-inflammatory phenotype promote responses that fight inflammation and are
subdivided into M2a (induced by IL-4 and IL-13), M2b (induced by TLR agonists), and
M2c (induced by IL-10) (M, B and JL, 2008). Therefore, when designing an in vitro
system for MSCs pre-conditioning aiming at obtaining extracellular vesicles to favor
cartilage repair, a suitable strategy would be the co-culture of MSCs with M2
macrophages, always avoiding the pro-inflammatory M1 macrophages and their
factors such as IL-1b and IL-6. Indeed, numerous co-culture systems with
macrophages have been described (Jackson and Krasnodembskaya, 2017; Caires et
al., 2018; Dymowska et al., 2021).

Importantly, there are a large number of commonly used macrophage markers
such as CD14, CD16, CD64, CD68, CD71, and CCRS5. The exact marker to use will
depend on the macrophage subset and conditions in your local environment. CD80,
CD68, and iNOS markers are expressed on M1 macrophages; the markers CD163
and CD200r are expressed in the M2a phenotype; CD86 and MHCIlI markers are
expressed by both M1 and M2b macrophages; the M2c macrophages express the
markers CD163, TLR1, and TLR8. There are few unique macrophage markers, and
often multiple markers will be needed to identify your cell type (Macrophages & their
Markers | Bio-Rad, no date). In this review, we could observe that some studies
included in their analysis the evaluation of the expression of macrophage surface
markers (CD68), M1 macrophage markers (CD86), and M2 macrophage markers
(MR), the first two increased in OA and MR decreased in OA and increased in
chondrogenesis. They also evaluated the expression of macrophage and cytokine
products (TNF-a, IL-1B, IL-6, IL-17, and MMP13), all increased in OA (detailed
information in table 3). This information is essential for us to understand the
mechanisms involved in the progression of OA and the evolution of the repair process

of articular cartilage tissue exposed to an inflammatory microenvironment. However,
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most studies used a small number to characterize the macrophage phenotype,
although multiple markers are needed to identify cell type. Therefore, with the
complexity of co-culture systems and macrophage phenotyping, when designing an in
vitro microenvironment for MSCs preconditioning, a suitable strategy to be explored is
the direct use factors produced by M2 macrophages.

In addition to cytokine and macrophage analysis, TUNEL analysis was also
performed by Guillaume-Jugnot et al., (2016). Dai et al., (2018) and Hu et al., (2019)
shown to be increased in OA, as it allows the detection of apoptotic cells, thus helping
to assess the evolution of the disease (Kyrylkova et al., 2012). Evidence indicates that
cell death may be an important factor in the early stages of OA development and its
perpetuation, what may also contribute with the microenvironment signaling.
Accordingly, a strategy to be explored for OA treatment would be the prevention of cell
death using the manipulation of the microenvironment, including MSCs and their
products.

Therapeutic modalities analyzed by the studies included in this review were
highly variable, including biomaterials (Han et al., 2018; Mou et al., 2021), cell therapy
(Zhou et al., 2006; Chang et al., 2013), growth factors (Wang et al., 2017; Gan et al.,
2019; Y. Chen et al., 2019), collagen (Dai et al., 2018), flavonoids (Hu et al., 2019) and
exosomes (Jiang et al., 2021). These treatments, despite being very promising, did not
achieve complete regeneration of the articular cartilage, a fact mainly observed when
compared to the sham/normal group (Chang et al., 2013; Dai et al., 2018; Hu et al.,
2019; Jiang et al., 2021). However, these results are here analyzed not only for the
treatment itself but from another perspective: assessing the microenvironment of these
repair processes, identifying the factors related to regeneration to mimic this successful
microenvironment in vitro for the development of treatment options, including MSCs
and their derived products.

Many studies included in this review evaluated the expression of aggrecan,
GAG, type Il collagen, and Sox9 in normal joints, untreated osteoarthritic joints, and
osteoarthritic joints treated with therapies that were shown to be chondrogenic. In the
presence of OA these factors were found decreased or not expressed, contrary to what
has been reported in normal and treated joints, in which these factors are highly
expressed. Most of these factors are related to chondrocyte activity, such as Sox9, an
important transcription factor that regulates chondrocyte differentiation, remaining

expressed throughout life in resident chondrocytes of healthy articular cartilage. It is
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essential in normal chondrogenesis for being responsible for chondrogenic lineage
compromise, promoting cell survival, and regulating genes responsible for the
structural components and specific regulatory factors of cartilage (Lefebvre and Dvir-
Ginzberg, 2017). In turn, aggrecan, GAG, and type Il collagen constitute the majority
of the extracellular matrix (ECM) components of whole articular cartilage (Gomes,
Farach-Carson and Carson, 2004), with some of the MEC component proteins being
regulated by Sox9, including type Il collagen. Type Il collagen expression is necessary
for chondrocyte differentiation (Vandenberg et al., 1991). Aggrecan is a large
proteoglycan that gives articular cartilage the ability to support loads and possesses a
central protein with covalently linked GAG chains (Watanabe, Yamada and Kimata,
1998; Roughley and Mort, 2014).

Also among the important factors for the activity of chondrocytes is transforming
growth factor B (TGFB) superfamily, which regulates their activity (Thielen, van der
Kraan and van Caam, 2019) in addition to controlling the development of articular
cartilage tissue (Sophia Fox, Bedi and Rodeo, 2009). The three types of TGFBs found
in mammals are TGFB1, TGFB2, and TGFB3, each encoded by a different gene
(Ogawa et al., no date), and all forms are produced and secreted by chondrocytes
(Pombo-Suarez et al., 2009). Furthermore, its signaling is directly associated with the
synthesis and maintenance of ECM of the cartilage tissue, increasing the synthesis of
proteoglycans (Blaney Davidson et al., 2006) and the neutralization of pro-
inflammatory signaling mediated by IL-1(Takahashi et al., 2005). Another important
role played by TGF is that of regulating and blocking hypertrophy in chondrocytes
(Yang et al., 2001). These data corroborate the results found by Dai (2018) e Hu
(2019). In both studies, in the presence of an osteoarthritic joint in which there was
mostly formation of fibrotic tissue, the expression of TGFB1, TGFB2 and TGFB3 were
very low, in contrast to what is found in sham/normal joints (significant expression of
TGFB1, TGFB2, TGFBR3 and type Il collagen).

CD31 and vWF are the most common endothelial cell markers (Mbagwu and
Filgueira, 2020). The study by Chang (2013) demonstrated a decreased expression of
both CD31 and vVWF in OA and increased in chondrogenesis, in the later, the presence
of neovascularization coming from the subchondral bone. Tissue pre-vascularization
is indicated by the presence of a network of endothelial cells, which facilitate
remodeling and regeneration (Tsigkou et al., 2010). Therefore, these authors indirectly
evaluated the repair process, evaluating angiogenesis for MSCs direct implantation or
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for extracellular vesicles isolation. Indeed, these strategies have started to be explored,
showing promising results (Tan et al., 2021). However, they still need to be studied in
detail so to better understand their effect and to assess its clinical usefulness. All these
positive regulators of chondrogenesis and chondrocyte activity may be the potential
targets for the development of therapeutic strategies on the development of treatments
with  MSCs. These markers can be studied to mimic in vitro a successful
microenvironment for cartilage regeneration, i.e., the pre-condition factor in order to
obtain adequate MSCs directed to cartilage repair for both MSC implantation or to
isolate extracellular vesicles from MSCs. Different approaches have been applied to
regulate exosome composition and function, such as pre-conditioning of parental cells,
for example. A study using MSCs loaded with curcumin revealed that exosomes
derived from this pre-conditioned microenvironment reduced the expression of pro-
inflammatory mediators including IL-6, TNF-a, MMP1, and PGE2 (He et al., 2023).
Similar findings were observed with the use of kartogenin which besides that,
increased the expression of chondrogenic genes (aggrecan, Collagen Il and SOX9)
(Xie et al., 2022). Other factors extensively described like pretreatment of parent cells
are the ones of the TGF beta family (Nakazaki et al., 2021; Han et al., 2022; Yoo et
al., 2022).

Physical activity and joint mobility play a crucial role in preserving joint health
and preventing or managing OA (Hurley et al., 2018). Only two studies have conducted
behavioral and pain posture analyses in this context. Dai (2018) examined the gait of
animals with OA, and Mou (2021) evaluated pain and behavior. The restoration of
function in the affected limb is one of the main treatment goals for OA, making these
parameters essential to be analyzed in OA therapies.

Numerous works have shown how MSCs respond to the microenvironment and,
for cartilage, a great example is the work from (Sarugaser et al., 2009). Upon a single
MSCs implantation in an osteochondral defect in vivo model, MSCs adherent on the
methaphysis favored bone formation and the ones adherent to the growth plate favored
new chondroblast. Therefore, it is to expect that MSCs receiving the signaling of
positive regulators of chondrogenesis in the culture medium, like TGF-B1 and TGF-B3,
or as a matrix, like type Il collagen or aggregan, or even as a co-culture with M2
macrophages, would then be directed to produce extracellular vesicles favoring
chondrogenesis. Not only this, pre-conditioning methods can be developed targeting
the increase of these factors in MSCs culture. However, many aspects may affect
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MSCs pre-conditioning and extracellular vesicles production, not only the soluble
factors but their combination, dosage and period of treatment, for example. All these
must be the objective of future studies, aiming at promoting the best standardized
method for MSCs commitment and extracellular vesicles production for OA treatment.

2.7.Conclusion

After this extensive evaluation, we can consider that controlling the inflammatory
process and the mechanisms of chondrocytes survival and the maintenance of their
activity are the key points for further research on OA treatment strategies. This is a
direct consequence of the fact that the negative regulatory factors of chondrogenesis
present in inflammation (MMP13, CD68, CD86, TUNEL, TNF-a, IL-1b, IL-6, and IL-17)
are intimately and inversely associated with the expression of factors shown to be
indicative of a good evolution in regeneration (aggrecan, GAG, Sox9, Type Il collagen,
MR, TGF-B1, TGF-B2, TGF-B3, IL-10, and CD206). Considering future strategies for
MSCs-based therapies, upon the findings of our systematic review, we can consider
that chondrocyte survival and the maintenance of their activity is one of the central

points involved in the regulation of the articular cartilage microenvironment.
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3. CAPITULOII
Secretoma de células estromais mesenquimais perivasculares do cordao
umbilical canino para regeneracao da cartilagem.

3.1.Resumo grafico
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3.2.Resumo

A osteoartrite (OA) é uma doenca articular degenerativa que afeta milhdes de pessoas
em todo o mundo. Apesar dos avangos no tratamento da osteoartrite, ainda néo existe
uma cura definitiva para essa condi¢cao debilitante. Recentemente, tem havido um
crescente interesse no uso do secretoma e fatores soluveis de células estromais
mesenquimais (MSCs) como uma abordagem terapéutica promissora para a OA. O
secretoma de MSCs consiste em uma combinag¢ao de moléculas bioativas secretadas
pelas células, como fatores de crescimento, citocinas, microRNAs e vesiculas
extracelulares (VEs). Essas substdncias tém a capacidade de modular o
microambiente articular, influenciando processos celulares, como a proliferacéo,
diferenciacdo e sobrevivéncia das células presentes na articulagdo. Neste estudo,
foram analisados o secretoma e a fracdo soluvel de MSCs derivadas do cordao



48

umbilical (UC-MSCs) em culturas de condrécitos primarios. Os resultados
demonstraram que o secretoma das UC-MSCs foi capaz de manter a proliferagcéo
celular, melhorar a migracao celular e aumentar os fatores envolvidos na manutencgao
do fenotipo condrogénico dos condrdécitos articulares in vitro. As descobertas desse
estudo sugerem que o secretoma de UC-MSCs pode ser uma estratégia promissora
para a terapia da osteoartrite, fornecendo um microambiente favoravel para a
sobrevivéncia e funcao dos condrécitos.

Palavras-chave: Tecido cartilaginoso. Regeneracdo. Fragdo soluvel. Meio
condicionado.

3.3.Introducao

A OA é uma doenca articular degenerativa que afeta milhées de pessoas em
todo o mundo (Hunter and Bierma-Zeinstra, 2019). Caracterizada pela evolucao
cronica, desgaste progressivo da cartilagem articular, espessamento da céapsula
articular, reducao do espaco articular e exposi¢cao do 0sso subcondral, a OA resulta
em dor, perda da funcdo da articulagdo acometida e redu¢ao na qualidade de vida dos
pacientes (Sugasawa et al., 2020). Apesar dos avancos em abordagens terapéuticas,
como a substituicao total do joelho, ainda nao existe uma cura efetiva para a OA. Os
tratamentos geralmente envolvem o controle de dor e desaceleracéao da progressao
de alteracdes degenerativas, o que destaca a necessidade de novas estratégias de
tratamento (Hunter et al., 2022).

A regeneracao do tecido cartilaginoso tem sido alvo de intensa pesquisa na
busca por terapias inovadoras para a OA (Assi et al., 2023). Nesse contexto, as MSCs
surgiram como uma promissora abordagem terapéutica devido a sua capacidade
intrinseca de autorrenovacgéo e diferenciagdo em varios tipos de células do tecido
conjuntivo, incluindo as células do tecido cartilaginoso (Gale et al., 2019). Acreditava-
se que o poder de regeneracdo das MSCs era oriundo da sua diferenciacdo em
condrdcitos, no entanto, evidéncias recentes indicam que os efeitos benéficos das
MSCs sdao em maior parte, a sua capacidade de secretar uma variedade de
moléculas bioativas e fatores de crescimento, conhecidos como secretoma
(Mabotuwana et al.,, 2022). Essa agdo paracrina do secretoma das MSCs tem
despertado um interesse crescente, uma vez que estudos indicam que esses fatores

tém o potencial de modular a resposta inflamatoéria, estimular a proliferagédo e
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diferenciacao de células progenitoras, promover a angiogénese, inibir a apoptose e
fibrose tecidual e modular manutencao da matriz extracelular (Chang et al., 2021).

Este estudo tem como objetivo avaliar o efeito do secretoma de MSCs na
recuperacdo do tecido cartilaginoso, fornecendo informacbdes sobre o potencial
terapéutico dessas células na OA. Por meio de abordagens experimentais in vitro,
buscamos comparar o efeito do secretoma das MSCs e da fragdo sollvel do
secretoma na manutencao do fenotipo de condrdcitos articulares. Ao preencher essas
lacunas de conhecimento, esperamos contribuir para o desenvolvimento de terapias
mais efetivas e personalizadas para a OA, que possam melhorar a qualidade de vida
dos pacientes e mitigar o impacto crescente dessa doenca na saude global.

3.4.Material e métodos

3.4.1. Isolamento e Cultivos de UC-MSCs

Os corddes umbilicais foram obtidos de cesarianas realizadas em cadelas no
Hospital Veterinario da UFV, com a coleta aprovada pelo Comité de Etica no Uso de
Animais (CEUA) sob o protocolo 32-2020. Apds a coleta, os corddes foram dissecados
delicadamente, seguindo técnicas assépticas, em uma capela de fluxo laminar. Uma
ligadura foi realizada em cada uma das extremidades de cada vaso. Em seguida, os
vasos foram submetidos a um coquetel de digestdo enzimatica durante cinco horas
sob atmosfera controlada (37°C, 5% de COz2). O coquetel enzimatico foi preparado
diluindo 16 mg de colagenase em 40 ml de PBS contendo célcio e magnésio. Apds
esse periodo de incubacéo, o sobrenadante foi centrifugado a 1050 rpm durante cinco
minutos para a peletizacdo das células. O pellet foi gentilmente quebrado e
ressuspenso em meio completo contendo 37,1% D-MEM alta glicose, 37,1% DMEM
sem glicose, 15% soro fetal bovino (SFB), 10% solugédo antimicrobiana (159 U/mL
penicilina A e 50 ug/mL gentamicina), 0,4% aminoacidos nao essenciais e 0,4% I-
glutamina. A suspensao celular de UC-MSCs foi transferida para garrafas T25 e
cultivada até atingir 80% de confluéncia, realizando-se as passagens até obter
quantidade suficiente de células para a obtencdo do meio condicionado (MC). Essa
metodologia foi baseada no trabalho de Sepulveda et al., (2020).
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3.4.2. Obtencao do MC-VE positivo e MC-VE negativo

As células da quarta passagem foram cultivadas até atingirem 80% de
confluéncia, momento em que foi adicionado meio completo com 15% de SFB livre de
VEs. Para a obtencdo do SFB livre de VEs foi realizado um processo de
ultracentrifugacado de 100 000 g durante duas horas para remogéao das VEs. Apds
vinte e quatro horas, o MC foi coletado e submetido a centrifugagdes seriadas: i) 300
g durante dez minutos; ii) 2 000 g durante vinte minutos; e iii) 10 000 g durante trinta
minutos. Em seguida, o meio foi filtrado em uma membrana de 0.22 ym. O MC
resultante foi dividido em dois volumes iguais. Metade foi submetida a duas
ultracentrifugacdes de 100 000 g durante setenta minutos para esgotar a presenca de
VEs em suspenséao, obtendo-se a fragao soluvel denominada MC-VE negativo (fracéo
solavel), livre de VEs.O MC que nao foi ultracentrifugado permaneceu com as VEs em
suspensao e foi chamado de MC-VE positivo (secretoma). A ultracentrifugacéo foi
realizada no Laboratério de Nanobiotecnologia e Sinalizagao Celular do Departamento
de Bioquimica e Imunologia da UFMG.

3.4.3. Controles negativo e positivo

Como controle negativo do MC, foi preparado meio completo que foi adicionado
a frascos de cultivo sem a presenca de células, submetendo-os as mesmas condigdes
de temperatura e atmosfera dos MC-VE positivo e VE negativo pelo mesmo periodo
de vinte e quatro horas. Este foi denominado MC-CN. Como controle positivo, foi
utilizado meio completo comum sem nenhum outro aditivo, aplicando-se um tipo de

tratamento conhecido. Este foi denominado MC-CP.

3.4.4. Ensaios funcionais
Para a realizacdo dos ensaios funcionais, foram utilizados condrécitos obtidos
da cartilagem articular de coelhos da raga Nova Zelandia.

3.4.4.1. Isolamento e Cultivo de condrocitos
Um coelho da raga Nova Zelandia, com 3 meses de idade, foi submetido a
eutanasia, com sobredose anestésica de propofol seguida de administracao de cloreto
de potéassio, coletando-se os membros pélvicos que foram acondicionados em meio
de cultura contendo solugéo de antibiéticos. Dentro de uma capela de fluxo laminar,
0os membros pélvicos foram dissecados utilizando técnica asséptica. A cartilagem
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articular da regiao femorotibiopatelar foi extraida com o auxilio de uma lamina de
bisturi numero dez. Nesse momento, foram tomados cuidados para remover apenas
os fragmentos de cartilagem que apresentavam aparéncia translucida. Nao se deve
coletar tecido ésseo, e caso haja acesso ao canal medular, o material deve ser
descartado devido ao risco de contaminacdo com outros tipos celulares. Os
fragmentos de cartilagem foram lavados duas vezes com PBS e, em seguida,
fragmentados com o auxilio da ldmina de bisturi até atingirem cerca de um milimetro
de didmetro/ largura. Os fragmentos foram transferidos para um coquetel de digestao
enzimatica contendo 30 mg de colagenase em 7,5 ml de D-MEM alta glicose e 7,5 ml
de D-MEM sem glicose.

Toda a parte experimental de cultivo celular feita neste estudo, foi realizada no
Laboratério de Manutengcao de Ovécitos e Fecundagdo “In Vitro” — MOVIF do

Departamento de Veterinaria da UFV.

3.4.4.2. Proliferacao celular

Os condrécitos foram plaqueados em uma placa de 96 pocos com uma
densidade celular de 1.7 x 10* células/cm?, utilizando meio completo sem fenol red
contendo 10% de SFB. Ap6s 24 horas do plaqueamento, o meio completo foi
substituido pelos seguintes tratamentos: MC-VE positivo, MC-VE negativo, MC-CN e
MC-CP em diferentes concentracdes (10%, 20%, 40% e 60%). Apds 24, 48 e 72 horas
da aplicacdo dos tratamentos, os meios foram removidos, os pocos foram lavados
com PBS e incubados por trés horas com 100 pl de (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil
(MTT) a 0,5 mg/ml, protegidos da luz. Apos esse tempo, o MTT foi removido e
adicionaram-se 200 pl de dimetilsulféxido (DMSQ) aos precipitados de formazana. Em
seguida, a placa foi mantida em agitacdo por 30 minutos para a solubilizagdo dos
cristais de formazana. A leitura da absorbéncia dos cristais de formazana foi feita
utilizando um leitor de ELISA com comprimento de onda de 550 e 570 nm.

3.4.4.3. Migracao celular
Os condrécitos foram plaqueados em uma placa de 24 pogos com uma
densidade celular de 1.7 x 10* células/cm?, utilizando meio completo contendo 7,5%
de SFB. Apés 48 horas, as células estavam confluentes e formaram uma
monocamada. As monocamadas foram arranhadas, criando uma linha sem células

(ranhura), utilizando uma ponteira de 200 pl estéril perpendicular ao fundo da placa
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para manter a largura da linha uniforme. O meio foi removido e os pogos foram lavados
duas vezes com PBS aquecido para remover as células desprendidas. As placas
receberam os seguintes tratamentos: MC-VE positivo, MC-VE negativo, MC-CN e MC-
CP em diferentes concentracdes (10%, 20%, 40% e 60%).

A éarea da linha foi fotografada imediatamente apds a aplicagdo do tratamento
(tempo 0), assim como 24 horas apo6s o tratamento, utilizando um microscoépio
invertido com uma objetiva que permitiu a visualizacdo de ambas as bordas da ranhura
com aumento de 20 x. As imagens foram salvas como arquivos *.tif. Para obter o
mesmo campo, foram criados pontos de referéncia através de uma linha reta,
utilizando uma caneta de ponta ultrafina, no fundo externo dos pogos da placa. A
marca de referéncia foi colocada fora do campo de imagem de captura, mas dentro
do campo de visao do microscédpio. Duas areas da linha, acima e abaixo da linha guia,
foram medidas em cada pog¢o nos tempos 0, 24 e 36 horas do tratamento, utilizando
um plugin do software ImagedJ. A porcentagem de fechamento da ranhura foi
quantificada utilizando a seguinte formula: % fechamento da ranhura = [(area inicial -
area final) / &rea inicial] x 100, onde a &rea inicial corresponde a area no tempo 0 e a
area final corresponde a area no tempo 24 horas. No tempo de 36 horas nao foi
possivel realizar a medida da area de fechamento, pois a maioria das ranhuras ja
haviam sido preenchidas pelos condrdcitos.

3.4.4.4. Manutencao do fenétipo condrogénico

Os condrécitos foram cultivados em uma placa de 24 pogos com uma
densidade celular de 2.000 células/cm?, utilizando meio completo contendo 10% de
SFB. Apds 24 horas de incubacao para permitir a adesao das células a placa, o meio
completo foi substituido pelos seguintes tratamentos: MC-VE positivo, MC-VE
negativo, MC-CN e MC-CP, na concentracao que apresentou os melhores resultados
nos ensaios de proliferacdo e migracao celular, além do meio condrogénico contendo
TGF-B. Os tratamentos foram trocados a cada 48 horas até que as células atingissem
confluéncia maxima nos po¢os, o que ocorreu no oitavo dia apds o plaqueamento.

Para avaliar a manutencao do fenétipo condrogénico, a cultura de condrdcitos
foi submetida a coloragdo da matriz extracelular utilizando azul de alcian e safranina
O, e a analise da expressao de genes relacionados a condrogénese, colageno tipo I,
ACAN (marcador para glicosaminoglicanos) e Sox-9 (fator de transcri¢do relacionado
a condrogénese).
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3.4.4.5. Coloracoes para fenétipo condrogénico

Para a coloragdo de azul de alcian, o meio foi aspirado dos pogos e, em
seguida, os poc¢os foram lavados duas vezes com PBS. Foi adicionado 1 ml de solucao
de formalina a 10% em cada poco e deixado agir por 15 minutos. A formalina foi
aspirada e adicionado 2 ml de HCI 0,1N. Apés a aspiragéo do HCI, foi adicionado 1 ml
de azul de alcian a 1% e deixado agir por 30 minutos. O azul de alcian foi aspirado e
substituido pelo HCI. Ap6s esses procedimentos, os pocos foram fotografados
utilizando um microscopio invertido, com as células ainda imersas em HCI.

Para a coloragcdo com safranina O, o meio foi aspirado dos pocos e, em
seguida, os poc¢os foram lavados duas vezes com PBS. Foi adicionado 1 ml de solucao
de formalina em cada poco e deixado agir por 10 minutos. A formalina foi aspirada e
adicionado 2 ml de HCI 0,1N. Apds a aspiracao do HCI, foi adicionado 1 ml de
safranina O e deixado agir por 15 minutos. A safranina O foi aspirada e os pogos foram
lavados duas vezes com PBS. Apds esses procedimentos, os pogos foram

fotografados utilizando um microscopio invertido.

3.4.4.6. Extracao do RNA total dos condrécitos

O meio foi aspirado e 300 pl de trizol foram adicionados em cada poco.
Observou-se pelo microscopio que todas as células se desprenderam do fundo do
poco apds a adicao de trizol. O trizol contendo a suspensao celular foi aspirado e
transferido para microtubos, que foram armazenados a -20°C até o momento da
extracdo de RNA. As amostras foram descongeladas e 200 pul de cloroférmio foram
adicionados a cada microtubo. Os microtubos foram agitados delicadamente por 15
segundos e incubados por 2 minutos em temperatura ambiente. O material foi
centrifugado a 1200 rpm por 15 minutos a 4°C. ApGs a centrifugagao, foi possivel
observar a estratificacdo das camadas, com o precipitado de DNA no fundo, uma
camada contendo proteinas e 0 sobrenadante contendo o RNA. Foi coletado apenas
200 ul do sobrenadante de cada microtubo para evitar a contaminagao da amostra. O
sobrenadante foi transferido para novos microtubos e 200 pl de isopropanol foram
adicionados, seguido de incubacédo por 10 minutos em temperatura ambiente. O
material foi centrifugado a 14000 rpm por 15 minutos. O sobrenadante foi removido, o
pellet foi lavado com 1000 pl de etanol 75% e centrifugado a 12000 rpm por 1 minuto
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a 4°C. O sobrenadante foi descartado e os tubos foram mantidos invertidos até
secarem completamente. O pellet foi ressuspenso em 20 ul de agua livre de RNAse.

3.4.4.7. Quantificacao do RNA

A concentracdo do RNA obtido foi determinada por meio da analise da
densidade 6ptica das amostras em um espectrofotdmetro NanoDrop ND-1000, nos
comprimentos de onda de 260 nm e 280 nm. O grau de pureza das amostras foi
avaliado pela relacdo A260/A280, considerando que o RNA puro, livre de
contaminantes, apresenta uma razao compreendida entre 1,8 e 2,2. A qualidade do
RNA foi analisada com base na relagcdo de absorbancia A260nm/A280nm, além da
visualizacdao do RNA apoés eletroforese em gel de agarose.

3.4.4.8. Eletroforese em gel de agarose
A eletroforese foi utilizada para verificar a pureza das amostras de RNA e
detectar possivel contaminagcdo com DNA. Foi utilizado um gel de agarose a 2% em
tampao TBE (Tris, Borato, EDTA). Um poco foi utilizado para carregar um marcador
de massas moleculares para estimar o tamanho dos fragmentos de material genético.
Apos a aplicagdo das amostras, a eletroforese foi realizada com uma voltagem de 130
volts por 30 minutos. O resultado foi registrado pela analise do gel sob luz ultravioleta

em uma camara. Uma camera acoplada registrou a imagem do gel.

3.4.4.9. Transcricao reversa

As amostras foram submetidas a uma reacédo de transcricdo reversa para a
sintese de DNA complementar (cDNA), que possui maior estabilidade e € menos
suscetivel a degradagao em comparacao com as fitas de RNA. O cDNA das amostras
foi sintetizado utilizando o kit Applied Biosystems™ High-Capacity cDNA Reverse,
seguindo as instrucbes do fabricante. Em resumo, o mix de reagentes foi preparado
utilizando 2 pl de 10X RT Buffer, 0,8 pl de 25X dNTP Mix, 2 ul de 10X RT Random
Primers, 1 ul de MultiScribe Reverse Transcriptase e 14,2 ul da amostra de RNA. O
material foi colocado em um termociclador e submetido ao seguinte protocolo: 25°C
por 10 minutos, 37°C por 2 horas e 85°C por 5 minutos. O cDNA foi armazenado a -

20°C até o momento de sua amplificacdo em PCR em tempo real.
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3.4.4.10. Amplificacao do cDNA em PCR em tempo-real (QPCR)

O gene GAPDH foi utilizado como controle endégeno. Os oligonucleotideos
utilizados como primers nas rea¢des de PCR foram descritos na Tabela 1. Para a
amplificagdo, aproximadamente 100 ng/ul do cDNA obtido foi adicionado a reagéo
contendo 10 pyl do SYBR Green gPCR Master Mix (2x) (Fermentas, K0251), 9 ul de
agua livre de RNAse, 1 ul cDNA e 1 ul de cada primer, totalizando um volume final de
20 pl. As condicdes de gPCR para Cada um dos genes analisados foram submetidos
as seguintes condicoes: i) pré-incubacao a 95°C por 60 s; desnaturacao a 95°C por 5

s; anelamento a 64°C por 30 s e elongamento a 72°C por 20 s.

Tabela 1: Sequéncia dos nucleotideos dos primers utilizados na expresséao génica por
PCR quantitativo em tempo real.

Gene Sequéncia (5’ - 3’) Tamanho do produto

GAPDH F-TGAAGGTCGGAGTGAACGGAT 183
R-CGTTCTCAGCCTTGACCGTG

Col2a1 F-ACCGCAAGGATTTCAAGGCA 124
R-AGGTTTTCCAGCTTCGCCAT

Acan F-CGGGACACCAACGAGACCTAT 79
R-CTGGCGACGTTGCGTAAAA

Sox-9 F-AATCTCCTGGACCCCTTCAT 198

R-GTCCTCTTCGCTCTCCTTCT

A expressao génica foi determinada de acordo com o Método de Livak (2-
AACq)_

Todas as etapas experimentais em Biologia Molecular foram realizadas no
Laboratério de Imunoquimica e Glicobiologia do Departamento de Biologia Geral da
UFV.

3.4.5. Analise estatistica

Para avaliar as diferengas entre os grupos, foram realizadas a ANOVA com
post-hoc test de (Tukey) para os dados do gPCR e ANOVA de dois fatores para os
dados de migracao, considerando para este ultimo os efeitos da concentracéo e do
tratamento.
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3.5.Resultados

3.5.1. Ensaio de proliferacao celular - MTT

N&o foram observadas diferencgas significativas (p>0,05) na proliferagao celular
entre os grupos tratados nem entre as concentragdes dos diferentes tratamentos,
conforme demonstrado na Figura 1. Todos os grupos e concentragdes apresentaram
crescimento e proliferacédo celular até atingir a confluéncia completa nos pocos. Nao

houve evidéncia de morte celular em nenhum dos pocos.
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Figura 1: Gréficos representativos dos valores de absorbancia da producéo
intracelular de formazan ao longo do tempo (24, 48 e 72 horas) e em dois
comprimentos de onda (550 nm e 570 nm).
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3.5.2. Ensaio de migracao celular

Referente ao ensaio de migracao celular, foram observados efeitos separados
dos tratamentos e das diferentes concentragdes. Quanto aos tipos de tratamentos foi
observado maior porcentagem de fechamento da ranhura no grupo MC-VE positivo e
MC-VE negativo em relagdo aos outros, sendo significativamente maior no grupo MC-
VE positivo (p<0,01). Referente a concentracao foi observado maior porcentagem de
fechamento da ranhura nos grupos que receberam o tratamento com 10% de MC em

relacdo as outras concentragdes (p<0,01), conforme ilustrado na Figura 2. As imagens
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das areas das feridas podem ser visualizadas nas Figuras 3, 4, 5, 6 e 7. Nas bordas,
0s condrécitos estdao dispostos em monocamada, enquanto no centro é possivel

observar uma area sem células correspondente a linha de ranhura gerada pela
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Figura 2: Gréafico mostrando as médias das
porcentagens de fechamento da ranhura
quanto aos tipos de tratamentos (MC-VE
positivo, MC-VEnegativo, MC-CN e MC-

CP) e concentracdes (10, 20, 40 e 60%). T 36h

Figura 3: Fotomicrografias
capturadas em campo medindo 687
MM, mostrando a evolucao da ferida
ao longo do tempo (0, 24 e 36 horas)
do grupo CP
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Figura 4: Fotomicrografias capturadas em campo medindo 687 um,
mostrando a evolug¢ao da ferida ao longo do tempo (0, 24 e 36 horas),
nos grupos de tratamento MC-VE positivo, MC-VE negativo e CN com
uma concentracao de 10%.
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Figura 5: Fotomicrografias capturadas em campo medindo 687 um,
mostrando a evolugéo da ferida ao longo do tempo (0, 24 e 36 horas),
nos grupos de tratamento MC-VE positivo, MC-VE negativo e CN com
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Figura 6: Fotorhicrografi.as}capturadas em campo medindo 687 pm,
mostrando a evolucao da ferida ao longo do tempo (0, 24 e 36 horas), nos
grupos de tratamento MC-VE positivo, MC-VE negativo e CN com uma

concentracao de 40%.
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Figura 7: Fotomicrografias capturadas em campo medindo 687 pm,
mostrando a evolucdo da ferida ao longo do tempo (0, 24 e 36 horas), nos
grupos de tratamento MC-VE positivo, MC-VE negativo e CN com uma
concentragéao de 60%.
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3.5.3. Ensaio de manutencao do fenotipo condrogénico

No ensaio de manutencdo do fendtipo condrogénico, os condrécitos
apresentaram bom crescimento e mantiveram uma morfologia celular normal de
células aderentes em crescimento e proliferacdo em todos os grupos tratados
utilizando a concentracao de 10% de meio condicionado. Nao foram observados sinais
significativos de morte celular durante os oito dias de cultivo, e as células continuaram
a crescer até atingir a confluéncia total da area do poco.

As coloragdes com azul de alcian e safranina O revelaram marcagao de GAG
e MEC, respectivamente, em todos os grupos, indicando que os condrécitos nao
apenas mantiveram seu estado de proliferacdo celular, mas também sintetizaram

matriz extracelular (Figura 8).
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Figura 8: Fotomicrografias capturadas em campo medindo 687 um, exibindo
condrécitos cultivados em monocamada. Na primeira coluna: células sem
coloragao; na segunda coluna: coloragdo com azul de alcian; e na terceira coluna:
coloragao com safranina O.

A extragdo de RNA total das amostras apresentou uma eficiéncia satisfatoria,
com um rendimento médio de 100 ng de RNA total por ml de suspensao celular de
condrdcitos com trizol. As bandas do RNA ribossomal 28S e 18S foram claramente
definidas no gel de agarose, ndo mostrando sinais de degradagao, conforme pode ser

observado na Figura 9.
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Figura 9: Registro de imagem sob luz ultravioleta mostrando o resultado da
eletroforese em gel de agarose. A primeira coluna contém o marcador de massa
molecular, seguida pelas amostras. As bandas do RNA ribossomal 28S e 18S sao
claramente visiveis no gel de agarose.

Quanto a expressédo génica, observou-se um aumento na expressao do
colageno tipo Il no grupo tratado com MC-VE positivo, MC-CP e no grupo tratado com
TGF-B, sendo significativamente maior no grupo TGF-B (p < 0,05). Os grupos tratados
com MC-VE negativo e MC-CN houve diminuicdo da expressao de colageno tipo Il.
Em relagdo ao gene Acan, sua expressao aumentou significativamente no grupo CM-
EV positivo e diminuiu nos demais grupos (p<0,05). Quanto ao fator de transcrigéo
Sox-9, apenas o grupo CP apresentou reducdo em sua expressado, enquanto 0s
demais grupos tiveram aumento, com destaque para o grupo CM-EV negativo
(p<0,05) (Figura 10).
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Figura 10: Expressao génica de Colageno Tipo I, ACAN e SOX-9, média e desvio
padrao nos grupos tratados com MC-VE positivo, MC-VE negativo, MC-CN, MC-CP
e TGF-B.

3.6.Discussao

Neste estudo foi investigado o efeito do secretoma em aspectos importantes
para uma futura utilizagdo terapéutica das UC-MSCs na OA, notadamente,
biocompatibilidade, manutencao do fenétipo de condrécitos articulares, e de seu efeito
na proliferagdo e migragao celulares. Utilizando o teste de MTT, constatamos que o
secretoma das UC-MSCs nao induziu a proliferacao celular. Os condrécitos articulares
apresentam dificuldades de crescimento, uma vez que tendem a perder seu fendtipo
caracteristico durante a expansao em placas de cultura, podendo também se
desdiferenciar quando expandidos em monocamada. Essa instabilidade do fenétipo
acarreta na regulacao negativa da expressao de colageno tipo Il e alteracéo no padrao
de sintese de GAG (Darling and Athanasiou, 2005; Costa et al., 2018). Embora néo
tenhamos observado um aumento na capacidade proliferativa dos condrécitos, €
importante ressaltar que o secretoma das UC-MSCs preservou a viabilidade dessas
células, sem induzir morte celular, evidenciando a auséncia de citotoxicidade
associada a essa abordagem terapéutica. Nossos resultados revelaram também que
o secretoma das UC-MSCs teve efeitos positivos significativos na capacidade
migratéria dos condrdcitos articulares de coelhos, além de estimular a manutengéo do
fendtipo das células articulares produtoras de matriz extracelular, observada pela
maior sintese de colageno, glicosaminoglicanos e expressao de genes condrogénicos.
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O secretoma contém uma variedade de componentes, como proteinas, fatores
de crescimento, citocinas, quimiocinas e matriz extracelular secretada pelas células.
Além disso, também sdo liberadas pelas células pequenas moléculas, como
metabdlitos, ions, peptideos, microvesiculas e VEs. A secreg¢do de proteinas é um
processo bioldgico fundamental, pois desempenha um papel essencial na regulagéo
de diversas funcodes celulares (Pawitan, 2014). O uso do secretoma apresenta varias
vantagens, sendo a alogenia uma delas, o que significa que pode ser utilizado em
diferentes individuos. Além disso, o secretoma contém proteinas que promovem a
proliferacao, diferenciagcdo e migragcéao das células e o reparo tecidual (Cases-Perera
et al., 2022). A utilizacado de MC com e sem VEs nos permitiu observar um
comportamento distinto das células-alvo em relacdo a sua capacidade de migracao e
expressao fenotipica. Mesmo o uso do MC-VE negativo, que ndo contém as
nanoparticulas, revelou-se efetivo devido a presenca de fatores soluveis que também
contribuiram para a migracao células e expressao de fatores condrogénicos.

Nas avaliagGes iniciais de citotoxicidade e proliferacdo celular, testamos
diferentes concentragdes de tratamento (10%, 20%, 40% e 60%) nas células-alvo. A
quantidade adequada de meio condicionado a ser utilizada no tratamento de culturas
de células pode variar dependendo do tipo de célula, da finalidade do experimento e
das caracteristicas especificas do meio condicionado. Nao existe uma quantidade
unica que seja considerada universalmente adequada. Em alguns casos, uma
concentragdo mais baixa pode ser suficiente, enquanto em outros experimentos uma
concentracdo mais elevada pode ser necessaria para obter os efeitos desejados.

No ensaio de proliferagéo celular, ndo foi observada diferenga significativa entre
as diferentes concentracoes e tratamentos testados. Estudos anteriores relataram que
0 meio condicionado derivado de MSCs teve efeito inibitério na proliferacao de certos
tipos celulares, como por exemplo, queratinécitos humanos (He et al., 2020). No
entanto, em nosso estudo, observamos resultados distintos, pois ndo constatamos
uma reducgao na proliferacao celular. Pelo contrario, constatamos uma manutencao
da capacidade proliferativa dos condrocitos, independentemente dos diferentes
estimulos aplicados. Nossos achados sdo consistentes com estudos prévios que
investigaram o efeito do secretoma das MSCs da medula 6ssea em condrécitos
articulares de equinos (Contentin et al., 2022), e estudos que avaliaram o secretoma
das MSCs de seres humanos e ratos em condrécitos articulares de suinos (Yang et
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al., 2023). Os resultados desses estudos também ndo observaram aumento da
proliferacao celular e corroboram nossas descobertas.

Por outro lado, no ensaio de migracao celular, foi observada uma resposta
melhor com a utilizacdo de uma concentracdo de 10% de MC. Nesse caso, 0 grupo
MC-VE positivo apresentou a maior porcentagem de fechamento da ranhura durante
o periodo de 24 horas. Estudos prévios demonstraram que meios condicionados
contendo diferentes estimulos foram capazes de induzir uma maior capacidade
migratéria tanto em condrécitos quanto em MSCs (Yang et al., 2023). E importante
notar que o secretoma contendo VEs apresentou maiores taxas de migracao em
comparagao com 0s demais grupos, tanto meio ndo condicionado quanto em relagéao
ao meio condicionado sem VEs. Isso demonstra a participagdo das VEs no
favorecimento da migracao celular (MC-VE positivo maior do MC-VE negativo), mas
que os fatores soluveis também influenciam o processo de migracéo (MC-VE negativo
maior do que MC-CN). Essa observacdo deve ser analisada quando delineando
possiveis modalidades terapéuticas no uso do secretoma, em face de fatores
relacionados quanto a estabilidade da formulacao efeito desejado, grau de OA, dentre
outros.

A cultura in vitro de condrécitos apresenta diversos desafios devido a natureza
especializada dessas células e ao ambiente Unico em que normalmente se encontram.
Os condrécitos possuem um fendtipo altamente especializado, caracterizado pela
producdo de uma matriz extracelular rica em colageno tipo Il e glicosaminoglicanos
(GAGs) (Yoon et al.,, 2015). Um dos principais obstaculos na terapia baseada em
células para lesdes de cartilagem é a preservacao do fenétipo condrogénico durante
o cultivo ex vivo das células. Neste estudo, observamos que os condrdcitos foram
capazes de produzir GAGs em todos os tratamentos, como evidenciado pela
coloragdo com azul de alcian (Bjérnsson, 1998) e safranina O (Kiraly et al., 1996).
Essas coloragdes sdo amplamente utilizadas para corar GAGs e matriz extracelular,
respectivamente, e nos forneceram uma avaliacdo qualitativa da manutencdo do
fenétipo condrogénico. Além disso os condrdcitos apresentaram uma morfologia muito
semelhante em todos os grupos avaliados. Esses resultados indicam que os
condrdcitos foram capazes de preservar seu fenétipo condrogénico durante o cultivo
in vitro, independentemente dos diferentes estimulos aplicados. Essa preservacao é
essencial tanto para a confiabilidade de estudos in vitro quanto para o sucesso da
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terapia celular e regeneracao de cartilagem, pois garante que as células permanegcam
capazes de sintetizar a matriz extracelular.

Ao analisarmos a expressao génica de forma quantitativa e pudemos observar
diferencas entre os grupos avaliados. Especificamente, a expressao do colageno tipo
Il foi significativamente aumentada nos grupos MC-VE positivo e TGF-B. A expresséo
génica de colageno tipo Il é fundamental para caracterizar e marcar uma cartilagem
saudavel devido ao seu papel estrutural, sua especificidade tecidual, sua relevancia
na remodelacdo e regeneracao da cartilagem, e sua utilidade na avaliacdo da
qualidade do tecido cartilaginoso. Por ser um componente estrutural chave, o
colageno tipo Il é a principal proteina estrutural presente na matriz extracelular da
cartilagem, conferindo-lhe resisténcia e flexibilidade (Alcaide-Ruggiero et al., 2021;
Wu et al., 2021). Além disso, o colageno tipo Il € altamente especifico para a
cartilagem, o que significa que sua expressao génica é predominantemente
encontrada nesse tipo de tecido. Portanto, a deteccado de colageno tipo Il indica a
presenca de células especializadas na producao de matriz cartilaginosa e sugere a
existéncia de uma cartilagem saudavel. A diminuicdo da expressao de colageno tipo
Il pode indicar um desequilibrio no processo de remodelagdo ou regeneracédo da
cartilagem, podendo estar associada a condi¢des patoldgicas, como a OA (Port et al.,
2023).

Estudos anteriores ja relataram que as VEs derivadas das MSCs possuem
efeito sobre as atividades das células precursoras do tecido cartilaginoso, além de
promoverem a proliferacao e a diferenciacdo condrogénica (Xue et al., 2021). Neste
sentido, a elevacdo observada na expressao do colageno tipo Il no grupo MC-VE
positivo indica que as VEs oriundas das UC-MSCs desempenharam um papel notavel
na condrogénese. O que se torna ainda mais notavel ao ser comparado ao grupo que
recebeu TGF-B, um reconhecido indutor in vitro de diferenciacdo de MSCs em
condrécitos. O TGF-B, uma citocina multifuncional, desempenha um papel
fundamental no processo de condrogénese, sendo responsavel por regular diversas
etapas desse processo, incluindo a proliferacdo, diferenciagdo, sintese da matriz
extracelular e modulacao da resposta inflamatéria (Lin et al., 2022; Mortensen et al.,
2023). Sendo assim, a expressao de colageno tipo Il comparavel entre esses grupos
indica o alto potencial do secretoma contendo VEs na regeneracao da cartilagem. Por
outro lado, ndo observamos um aumento na expressao do colageno tipo Il no grupo

que recebeu o meio condicionado esgotado de suas VEs (grupo MC-VE negativo).
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Isso reforca a importdncia das VEs presentes no secretoma das UC-MSCs na
promogao da condrogénese. Esses resultados sugerem que as VEs provenientes das
UC-MSCs possuem propriedades benéficas para a regeneracao do tecido
cartilaginoso, uma vez que influenciam positivamente a expressdo de genes
relacionados ao principal componente de sua matriz, o colageno tipo Il.

O Acan é um marcador essencial para GAGs encontrado na matriz extracelular
da cartilagem. Ele desempenha um papel fundamental na resisténcia e capacidade
de retengéo de 4gua do tecido cartilaginoso. O Acan é uma das principais proteinas
responsaveis pela estruturacdo da matriz cartilaginosa e pela regulagdo das
propriedades biomecéanicas do tecido (Dabiri and Li, 2013). No nosso estudo,
observamos um aumento significativo na expressao génica do Acan apenas no grupo
tratado com o MC-VE positivo, em comparacao com os demais grupos. Esses
resultados indicam que o secretoma das UC-MSCs, contendo as VEs e outros fatores
soluveis, desempenha um papel importante na regulacéo da expressédo do Acan.

Estudos anteriores ja relataram o papel imunomodulador do secretoma das
MSCs em discos intervertebrais degenerados, além da capacidade de promover a
deposicao de GAGs (Ferreira et al., 2021). Nossos achados estdo em concordancia
com essas descobertas, fornecendo evidéncias adicionais do potencial terapéutico do
MC-VE positivo na regulagéo da expressdo do Acan. Além disso, esses resultados
sao promissores e sugerem que o secretoma das UC-MSCs, especialmente as VEs
presentes no MC-VE positivo, pode ser uma estratégia eficaz para melhorar a
formacao e fungédo da matriz cartilaginosa.

O Sox-9 desempenha um papel fundamental na condrogénese, processo pelo
qual as células precursoras se diferenciam em condrdcitos (lkeda et al., 2005). Esse
fator de transcricdo regula a expressdo de genes essenciais para a formacao da
cartilagem, como os genes do colageno tipo Il e do Acan (Yang et al., 2011). Em nosso
estudo, observamos um aumento significativo na expressao do Sox-9 no grupo tratado
com o CM-EV negativo (fatores soltveis) em relagdo aos outros grupos. E interessante
notar que a superexpressao de Sox-9 tem sido associada a inibicao da inflamacao na
OA tanto em estudos in vitro quanto in vivo (Ouyang et al., 2019). Contudo, em certas
condic¢des patoldgicas, como a OA, ja foi relatado o aumento da expressao de Sox-9
(Dolzani et al., 2019) o que poderia ser uma resposta adaptativa. O sistema de
regulacdo do crescimento e diferenciacdo dos condrécitos cultivados in vitro é
propenso a desequilibrios, que podem levar ao envelhecimento celular e a perda de
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caracteristicas especializadas (Charlier et al., 2019). A complexidade envolvida na
expressao e regulacdo do Sox-9 ainda precisa ser melhor compreendida para
obtermos respostas mais claras sobre seu funcionamento.

As MSCs possuem um alto grau de plasticidade, o que significa que a
composigcao do seu secretoma varia dependendo do ambiente em que as células
estdo localizadas. Essa caracteristica oferece a oportunidade de manipular o
microambiente das MSCs, direcionando-as para um fenétipo que produza um
secretoma rico em fatores de interesse para a célula alvo, como as VEs (Mizes and
Sipos, 2022). Essas vesiculas desempenham um papel importante na comunicagao
intercelular e podem ser encontradas no secretoma das MSCs. Dessa forma, é
possivel explorar a capacidade das MSCs de modular seu ambiente e secretar VEs,
0 que oferece oportunidades promissoras para a terapia celular e a regeneracéo de
tecidos (Simons and Raposo, 2009; Lener et al., 2015).

O secretoma derivado de UC-MSCs revela-se uma abordagem promissora
para favorecer a regeneracao da cartilagem na OA, ao apresentar efeitos positivos
sobre condrécitos in vitro, especificamente em sua migracao e na producao de matriz
extracelular. Destaca-se o maior efeito do secretoma contendo VEs do que do
secretoma sem VEs, 0 que demonstra a importancia das vesiculas no efeito desejado,
0 que a principio pode chamar a atencéo para uma possivel estratégia terapéutica.
Contudo, efeitos notaveis do MC esgotado de VEs ja foram descritos em diferentes
contextos. Em um modelo experimental de OA in vitro induzida por IL-1, 0 MC sem a
presenca de VEs foi capaz de produzir um efeito anti-inflamatério semelhante ao
observado quando as VEs ou o secretoma estavam presentes (Palama et al., 2020).
Além disso, em um estudo que comparou a utilizacdo de VEs, MC e fracao soluvel
derivada de MSCs na reducao da expressao de metaloproteinases (MMP) em células
do disco intervertebral, o MC demonstrou a maior redugcao de MMP (Gonzalez-Cubero
etal., 2022). Essas descobertas destacam a importancia da composicao do secretoma
e de suas diferentes fragdes, bem como a carga das VEs, para os efeitos observados.
Essas variagbes podem ser também influenciadas pela célula alvo e pela via de
sinalizacdo envolvida. A melhor compreensao dessas complexidades € essencial para
maximizar o potencial terapéutico do secretoma das MSCs e suas fragdes, incluindo
as VEs, em diferentes aplicagdes clinicas. Sendo assim, € importante ressaltar que
nosso estudo destaca o potencial promissor do secretoma das UC-MSCs como uma
estratégia terapéutica para o tratamento de lesdes articulares.
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3.7.Conclusao

Os resultados obtidos indicaram que o secretoma das UC-MSCs desempenhou
um papel significativo ao promover a migracdo celular, estimular a sintese dos
componentes cruciais da matriz extracelular e assegurar a sobrevivéncia dos
condrdcitos. E relevante ressaltar que o grupo tratado com o secretoma contendo as
VEs (MC-VE positivo) obteve os melhores resultados em termos de migracao celular,
expressao dos genes do colageno tipo Il e Acan, em comparagdo ao grupo que
recebeu apenas os fatores sollveis (MC-VE negativo), o que indica a importancia das
VEs no funcionamento do secretoma. Esses efeitos exercem um papel fundamental

na manutengao e reparacgao do tecido articular danificado.
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4. CONSIDERACOES FINAIS

A pesquisa sobre o secretoma e fatores soluveis na manutengéo do fenoétipo
condrogénico de condrécitos articulares apresenta um potencial significativo como
terapia na osteoartrite. A reviséo sistematica realizada no Capitulo | proporcionou uma
melhor compreensao do microambiente articular em condi¢ées normais e na presenca
da osteoartrite. Ao examinar a expressao génica e a inibicdo de fatores associados
nessas duas situagoes, buscamos entender melhor as dificuldades enfrentadas pela
cartilagem na regeneracdo, além de analisar fatores importantes para pré-
condicionamento in vitro de MSCs necessarios ao desenvolvimento de estratégias
terapéuticas. No Capitulo Il, abordamos alguns desses fatores em cultivo celular de
condrdcitos primarios tratados com o secretoma de MSCs. Observamos vantagens
promissoras nesse contexto, com efeitos dos secretoma na migragéo de condrécitos
e producao de matriz cartilaginosa. No entanto, como em muitas areas de pesquisa,
enfrentamos desafios significativos. O baixo rendimento na producao de EVs, que
inicialmente era o foco do estudo como um potencial tratamento para os condrdcitos,
€ um exemplo desses obstaculos. Além disso, a ampla variedade de metodologias
disponiveis e de isolamento das VEs resultam em baixa reprodutibilidade e
confiabilidade. E crucial dedicar atencdo especial aos aspectos necessarios para a
traducao dessas pesquisas para o0 uso clinico.

Adicionalmente, é importante ressaltar que a pesquisa em medicina
regenerativa frequentemente enfrenta desafios financeiros devido a dificuldade em
obter financiamento adequado. A realizacdo de estudos tecnologicamente avangados
requer recursos significativos, e a obtengcdo de financiamento adequado &
fundamental para o avango continuo nessa area. Apesar dos desafios, a pesquisa
sobre o secretoma e fatores sollveis na osteoartrite continua a oferecer um horizonte
promissor para o desenvolvimento de terapias inovadoras. Com mais investimentos
em pesquisa, a superacdo dos obstaculos enfrentados e a colaboracdo entre

cientistas e profissionais da area da saude, é possivel avancar rumo a tratamentos
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eficazes para a osteoartrite, beneficiando milhdes de pessoas que sofrem com essa
condicao debilitante.



