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PFEIFER, J.P.H., Avaliagdo de microRNA-140 em vesiculas extracelulares
secretadas por células tronco mesenquimais derivadas de membrana sinovial
equina. Botucatu, 2021, 88p, Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita

Filho”, Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia.

RESUMO

A funcdo paréacrina das células-tronco (MSCs) € desempenhada também por
vesiculas extracelulares (VES). Assim, as VEs tém impacto funcional nas células-
alvo e nos mecanismos de controle de enfermidades por meio da entrega de
microRNAs. A exemplo, na osteoartrite, em que a homeostase articular €
regulada pelo microRNA-140. O objetivo deste trabalho foi caracterizar vesiculas
extracelulares (VESs) liberadas por células-tronco mesenquimais derivadas de
membrana sinovial (eqSMMSC) e avaliar a expressdao de microRNA-140 nas
VEs e nas eqSMMSC em dois modelos de cultivo celular, além de, comparar a
secrecdo de VEs e a expressao do microRNA-140 em ambiente inflamatorio in
vitro. Quatro grupos experimentais foram definidos. Grupos controle, um cultivo
de eqSMMSCs 2D e um cultivo de eqSMMSCs 3D. Grupos induzidos, também
divididos em 2D-OA e 3D-OA, porém foram expostos ao meio de cultivo
simulando o ambiente inflamatério da osteoartrite “OA-Like” (IL-18 e TNF-a).
Amostras dos meios de cultivo de todos os grupos foram coletadas apos 24, 72
e 120 horas de incubacédo para isolamento e caracterizagcdo de VEs. O
isolamento de VEs foi realizado com kit comercial pelo método de precipitacéo.
A caracterizacao foi realizada pela NTA, MET e expressdo de mRNA das
tetraspaninas CD9, CD63 e CD81. A analise da expressdo do microRNA-140 em
VEs e células por RT-gPCR e do mRNA da ADAMTS5 também por RT-qPCR.
As VEs puderam ser isoladas e caracterizadas em todos 0s grupos e momentos
experimentais. A expressao do microRNA-140 nas egSMMSCs, o grupo 3D-OA
teve maior expressédo em relacdo aos demais grupos nos momentos 24 h e em
72 h & ambos os controles e ao 2D-OA; no momento 120 h, houve maior
expressao do grupo 3D em relacdo aos tratados 2D-OA e 3D-OA. J4 a expressao
do microRNA-140 nas VEs, destaca-se no momento 72 h, onde o grupo 3D teve
expresséo significativa em relagdo aos demais, e no momento 120 h, a

expressao também significativa foi do 2D-OA em relacéo aos demais. Na analise



da expressdo do mRNA ADAMTS5, pode-se destacar o momento 120 h, onde o
grupo 3D-OA obteve maior expressdo em relacdo aos controles 2D e 3D. Os
dados obtidos apontaram que o0 modelo e as técnicas utilizadas foram eficazes
para o isolamento e caracterizacdo das VEs e para a identificacdo da expresséo
de microRNA nos diferentes grupos e momentos. A expressao do microRNA-140
em resposta ao ambiente inflamatorio é desempenhada por egSMMSCs, sendo
gue, em células 3D demonstrou-se ser rapida e em VEs oriundas de células
cultivadas em 2D tardia.

Palavras-chave: exossomos, microRNA, osteoartrite, proloterapia, nanotecnologia.



PFEIFER, J.P.H., Evaluation of microRNA-140 inside extracellular vesicles
secreted by equine synovial membrane-derived mesenchymal stem cells.
Botucatu, 2021, 88p, Sao Paulo State University “Julio de Mesquita Filho”, School
of Veterinary Medicine and Animal Science.

ABSTRACT

The paracrine function of stem cells (MSCs) is mainly performed by extracellular
vesicles (EVs). Thus, the EV have functional impact on target cells and
mechanisms of disease control through delivery microRNAs. For example, in
osteoarthritis, in which joint homeostasis is regulated by microRNA-140. The
objective of this work was to characterize extracellular vesicles (EVs) released by
synovial membrane derived-mesenchymal stem cells (egSMMSC) and to
evaluate the expression of microRNA-140 in EVs and eqSMMSC cultivated in
two cell culture models, in addition to comparing the secretion of EVs and the
expression of microRNA-140 in an in vitro inflammatory environment. SmMSCs
were cultured and divided into four experimental groups. Control groups, one
cultivation of 2D eqSMMSCs and one cultivation of 3D eqSMMSCs. Treated
groups, also divided into 2D-OA and 3D-OA but were exposed to the culture
medium simulating the “OA-Like” osteoarthritis inflammatory environment (IL-1/
and TNF-a). Culture media samples from all groups were collected after 24, 72
and 120 hours of incubation for isolation and characterization of EVs. Isolation of
EVs was performed with a commercial kit using the precipitation method.
Characterization was performed by NTA, TEM and mRNA expression of
tetraspanins CD9, CD63 and CD81. Analysis of microRNA-140 expression in EVs
and cells by RT-gPCR and ADAMTS5 mRNA in EVs also by RT-gPCR. EVs
could be isolated and characterized in all groups and time points. The expression
of microRNA-140 in egSMMSCs, the 3D-OA group had greater expression in
relation to the other groups at time points 24 h; and in 72 h for both controls and
2D-0OA; at 120 h, there was greater expression in the 3D group compared to those
treated 2D-OA and 3D-OA. The expression of microRNA-140 in EVs stands out
at 72 h, where the 3D group had significant expression in relation to the others,
and at 120 h, the expression was also significant for 2D-OA in relation to the

others. In ADAMTSS5 analysis of mMRNA expression, the 120 h time point can be



highlighted, where the 3D-OA group showed higher expression compared to
control 2D and 3D. The data obtained showed that the model and the techniques
used were effective for the isolation and characterization of EVs and for the
identification of microRNA expression in different groups and time points. The
expression of microRNA-140 in response to the inflammatory environment is
performed by egSMMSCs, and it was shown to be early in 3D cells and late in

EVs from cells grown in 2D.

Keywords: exosomes, microRNA, osteoarthritis, prolotherapy, nanotechnology.
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Capitulo 1

1.1. Introducéo

A medicina humana e veterinaria tém se aprimorando em utilizar da
biotecnologia para compreender 0S mecanismos promotores e de
desenvolvimento de diversas enfermidades, convergindo ao propésito de se
utilizar dos achados cientificos para aplicagdo em seus pacientes. Ao analisar a
perspectiva de vida da populagcdo humana e animal, esses achados poderéo
beneficiar a sobrevida de ambas as espécies, uma vez que as alternativas
terapéuticas estejam disponiveis para esses individuos.

Na face das enfermidades musculoesqueléticas, as descobertas cientificas
nos modelos experimentais animais além de serem utilizadas nos préprios
animais, podem ser extrapoladas de um modo translacional para a medicina
humana, uma vez que equinos e ovinos sdo considerados modelos
experimentais ortopédicos para as enfermidades musculoesqueléticas de
humanos, principalmente quando relacionado a osteoartrite (OA) (KUYINU et al.,
2016).

O desenvolvimento da osteoartrite € multifatorial e de alta incidéncia nas
espécies humana e equina (FRISBIE et al., 2002). Quando o ambiente de OA
esta instalado, alguns microRNAs, como o microRNA-140, sofrem regulacao
negativa, tornando o microambiente articular propicio a evolucao e agravo desta
enfermidade. O equilibrio articular € desregulado pela expresséo reduzida do
microRNA-140 em resposta a acdo exacerbada de mediadores pro-
inflamatérios, o que estimula a agdo de enzimas de degradacdo da cartilagem
(MIYAKI; ASAHARA, 2012).

Logo, o micro-RNA-140 tem funcéo direta na manutencéo da homeostase
articular. A expressao e funcdo tecido-especifica do microRNA-140 séao
semelhantes em equinos, humanos e camundongos (MIYAKI et al.,, 2009;
NAKAMURA et al., 2011; BUECHLI; LAMARRE; KOCH, 2013; VAN DER KOLK;
PACHOLEWSKA; GERBER, 2015; YIN et al., 2017).
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Tendo em vista a analise dos mecanismos moleculares envolvidos no
desenvolvimento da OA e nas possiveis terapias disponiveis atualmente,
especialmente as inovadoras e de cunho reparador e regenerativo, vislumbra-se
o potencial terapéutico das células-tronco mesenquimais derivadas de
membrana sinovial (eqSMMSC) na OA equina. Os diversos estudos ja
desenvolvidos, relacionados a acdo paracrina das células tronco mesenquimais
(MSCs) demonstram que a capacidade terapéutica desta fonte celular pode ser
ainda explorada. Como exemplo, na utilizacdo das vesiculas extracelulares
secretadas por egSMMSC como carreadoras de microRNAs especificos, que
atuam na homeostase articular e na condrogénese.

Sabe-se que as MSCs expressam o0 microRNA-140, em cultivos
bidimensionais e durante a diferenciacdo condrogénica em pellet (KARLSEN et
al.,, 2014). Nesse sentido, pode-se presumir que a biotecnologia de
encapsulamento celular pode ser incorporada as eqSMMSCs para aumentar o
potencial terapéutico das MSCs quando destinada a terapia da OA. O arcabouco
ou scaffold, de hidrogel de alginato formado no encapsulamento proporciona um
ambiente tridimensional para as eqSMMSC, que mimetiza a matriz biolégica
natural para melhor funcdo e proliferagdo celular. Outro papel importante do
hidrogel de alginato verificado € a influéncia na indugcdo da diferenciagédo
condrogénica das eqSMMSC (SANTOS et al., 2018, 2019). Acredita-se que a ja
comprovada influéncia positiva do scaffold na diferenciagdo condrogénica
somada a funcdo condrogénica do microRNA-140, podera induzir a maior
liberagc&o de VEs expressando microRNA-140 pelas eqSMMSC.

Visando utilizar-se de biotecnologias aplicaveis a diferentes espécies,
decidiu-se por desenvolver este trabalho. Objetivou-se avaliar fatores biolodgicos
como os microRNAs envolvidos no desenvolvimento da osteoartrite equina, e
sua relacdo com os mecanismos terapéuticos na area da terapia regenerativa in
vitro.

Os resultados desse trabalho poderdo ser transpostos para a medicina
humana, tendo em vista, que a atuacdo e expressao do microRNA-140 no

ambiente articular ocorre da mesma forma em diferentes espécies.
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1.2. Revisao de Literatura

1.2.1. Células-Tronco Mesenquimais, Vesiculas Extracelulares e

microRNA na Osteoartrite

As MSCs e suas VEs secretadas retém grande potencial como “drug
delivery” de nova geracdo, gracas a sua capacidade de encapsular varias
moléculas terapéuticas e ao seu tropismo fisiolégico para alcancar os locais
afetados. Atualmente, o método de drug delivery de nova geracdo com VESs pode
ser utilizado para possivel administracdo exdgena de miRNAs. Esse método
objetiva minimizar os efeitos colaterais ocasionados pela metabolizacdo de
alguns principios ativos, bem como, garantir a realizagcdo do tratamento apenas
no alvo terapéutico (PERRINI et al., 2016; CRIVELLI etal., 2017a). Assim, a acdo
de drug delivery desempenhada por VEs enriquecidas com moléculas de miRNA
resulta em superexpressdo ou delecdo altamente eficiente dos mMiRNAs
designados nas células receptoras, tanto in vivo quanto in vitro (ZHANG et al.,
2016a).

Muitos estudos j& descreveram diversas fungbes e acgles inerentes as
MSCs, e, além, do potencial ja conhecido, como secretoras de fatores paracrinos
(muitos via VES) e a migracgéo e diferenciacéo celular para o tecido afetado, as
MSCs possuem grande capacidade para serem utilizadas como fontes
produtoras de fatores bioativos para auxiliar na deplecdo ou reparagcéo de
enfermidades (CAPLAN, 2017; CASSANO et al., 2018a; CHEN et al., 2018;
LANGE-CONSIGLIO et al., 2018a; RAGNI et al., 2020).

As VEs que sao liberadas pelas células no meio extracelular tém sido
consideradas como fontes de transporte dos componentes funcionais da acao
paracrina das MSCs (RATAJCZAK et al., 2006; CAMUSSI et al., 2010; LANGE-
CONSIGLIO et al., 2018a), assim como a utilizacao das VEs para transporte de
mMiRNAs entre as células, e esses manifestam efeitos de interferéncia de mRNA
nas células receptoras (KOSAKA et al., 2010; PEGTEL et al., 2010). Isso
significa, que as VEs tém um impacto funcional nas células-alvo e por

consequéncia em mecanismos de controle de enfermidades por meio da entrega
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de miRNA, tanto em humanos, quanto em equinos (LANGE-CONSIGLIO et al.,
2018a; QIU et al., 2018; RAGNI et al., 2020).

Exemplificando esse sistema desempenhado pelas VEs, um estudo
analisou o padrao de selecdo de miRNAs pelas VEs, e foi constatado que alguns
MiRNAs se mantiveram presentes como carga de VEs e ausentes nas células
apos a liberacdo da VEs, enquanto outros foram retidos nas células e ndo foram
transportados para dentro das VEs. Essa observacdo de que as VEs com alta
expressao de miRNAs e transferidas para células-alvo, aumenta a possibilidade
de que o efeito biolégico das células tronco possa, pelo menos em parte,
depender de miRNAs transportados em VEs (COLLINO et al., 2010).

Em outro estudo, realizado por He e colaboradores (2020), foi observada a
acdo positiva de “exossomos” secretados por células-tronco derivadas de
medula 6ssea na reparacao de cartilagem em modelos de OA in vitro (cultivo de
condrdcitos tradados com IL-13) e in vivo (infiltracdo de iodoacetato de sddio).
Foi verificado que os condrocitos internalizaram os exossomos por endocitose
no modelo in vitro e que o tratamento atenuou de maneira significativa o efeito
inibitério da IL-1B na proliferacdo e migracéo dos condrocitos, além de reduzir a
acdo da IL-1B na regulacédo negativa do gene do colageno tipo Il peptideo Al
(COL2A1) e do gene do agrecan (ACAN) e na regulacao positiva de MMP13 e
ADAMTSS. Tais efeitos foram também observados no modelo in vivo. E muito
provavel que esta regulacdo negativa da expressdo de ADAMTSS esteja
relacionada a inibicdo da ADAMTS5 pelo miRNA-140, o qual possivelmente foi
carreado pelos exoSsomos.

Os achados do estudo anterior (HE et al., 2020), vado de encontro ao
primeiro estudo que avaliou a acdo de exossomos secretados por células tronco
mesenquimais em modelos de OA in vivo (ZHANG et al., 2016b). Neste estudo,
defeitos osteocondrais foram criados bilateralmente nos sulcos trocleares
femorais de 12 ratos adultos e tratados com exossomos ou PBS. Apés seis
semanas, identificou-se a restauragcdo completa da cartilagem e do osso
subcondral com caracteristicas incluindo uma cartilagem hialina com boa
regularidade de superficie, ligacdo completa a cartilagem adjacente e deposic¢ao
de matriz extracelular. Em contraste, nos defeitos osteocondrais tratados com

PBS dos membros contralaterais havia apenas tecidos de reparo fibroso.
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Com base na literatura pesquisada, verifica-se a necessidade de maiores
investigagbes relacionadas aos fatores moleculares ativos que agem na
manutencao da homeostase articular e nas alteraces ocasionadas nas fases de
OA. Ainda que, por vezes de forma isolada, estudos tenham investigado essas
relacdes, o entendimento da funcéo e acao das células tronco mesenguimais no
ambito da medicina regenerativa nesta enfermidade deve ser mais explorado, de
maneira que englobe esses potenciais mecanismos terapéuticos, seja em

modelos in vitro ou in vivo.

1.2.2. Vesiculas Extracelulares

Células de diferentes organismos, como todos 0s eucariotos e procariotos,
liberam vesiculas no ambiente extracelular. Vesiculas Extracelulares (VES)
abrangem uma populacéo heterogénea de vesiculas oriundas de membrana
plasmatica de diversas origens. Nas primeiras observa¢des de VES, como no
estudo de Johnstone e colaboradores (1987), acreditava-se que essas particulas
eram uma forma de eliminacdo de componentes desnecessarios pelas células
(JOHNSTONE et al., 1987).

Atualmente, sabe-se que as VEs possuem fun¢gdes mais complexas, e nédo
somente transportadores de residuos. Desempenham papel na troca de
componentes entre células e como veiculo na sinalizacdo paracrina de
processos bioldgicos, por exemplo, na homeostase celular e/ou nos processos
consequentes do desenvolvimento de enfermidades (LO CICERO; STAHL;
RAPOSO, 2015; YANEZ-MO et al., 2015). Essas funcdes das VEs ganham cada
vez mais interesse das pesquisas relacionadas a terapia regenerativa.

Por muitos anos, uma divergéncia entre pesquisadores da area foi em
relac@o a terminologia utilizada para determinar os subtipos de VEs. Embora, o
termo genérico “vesiculas extracelulares” esteja em uso para se referir a todas
essas vesiculas secretadas via membrana, as VEs sdo, na verdade, altamente
heterogéneas (RAPOSO; STOORVOGEL, 2013). Esta heterogeneidade,
dificulta a caracterizacdo e manipulacdo das propriedades e fun¢des das VEs.

Baseando-se no conhecimento da biogénese, as VEs foram divididas de

forma ampla, em duas categorias principais: exossomos e microvesiculas. Os
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exossomos sao formados pelo brotamento interno da membrana endossémica
enquanto as microvesiculas sdo geradas pelo brotamento externo e fissdo da
membrana plasmatica. A partir dessas duas categorias, a determinacdo era
realizada considerando a origem e o diametro dessas VESs: exossomos, 30 — 150
nm, origem (nanovesiculas, prostassomos, tolerossomos, dexossomos);
microvesiculas, 50 nm — 1 ym, até 10 um no caso de oncossomos, origem
(microparticulas, neuroesferas, oncossomos, corpos apoptoéticos) (VAN NIEL;
D’ANGELO; RAPOSO, 2018).

Existem evidéncias de que cada tipo de célula ajusta a biogénese das VEs
de acordo ao seu estado fisiol6gico e libera VEs com composi¢cao especifica de
lipidios, proteinas e acidos nucléicos (VAN NIEL; D’ANGELO; RAPOSO, 2018).
Além disso, muitas publicagdes tém como objeto de estudo as potenciais fun¢des
das VEs e ndo a origem das vesiculas analisadas, ndo deixando explicito qual
dos subtipos é responsavel por determinada agéo.

Este intervalo de sobreposicdo entre tamanho, morfologia semelhante e
composicdo variavel, tem muita discrepancia entre autores e desafiou algumas
tentativas de conceber uma nomenclatura precisa para VEs (GOULD; RAPOSO,
2013; KOWAL et al., 2016). Alguns protocolos disponiveis para recuperar VEs
de sobrenadantes de cultura de células ou amostras de biépsia liquida resultam
em uma populacdo heterogénea de vesiculas de origem desconhecida (WILLMS
et al., 2016).

Para validar os respectivos papéis dos exossomos e microvesiculas, em
meados de 2018, como consequéncia da reunido da Sociedade Internacional de
Vesiculas Extracelulares (ISEV), foi publicada uma atualizacdo com informacgdes
minimas que pesquisas no campo das VEs devem seguir, destacando um
entendimento sobre a nomenclatura e caracterizacdo para determinacdo de
cada subtipo.

Relacionado a nomenclatura, pode-se utilizar do termo genérico como
“vesiculas extracelulares”, porém, quanto a determinacdo dos subtipos, nao
houve total acordo sobre marcadores especificos, pois permanece dificil atribuir
as VEs a uma via de biogénese especifica, como exossomos originados do
endossoma e microvesiculas originadas da membrana plasmatica, a menos que,

no estudo seja possivel detectar por meio de imagem o exato momento de
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liberacdo de determinada VE, ou desde que os autores possam estabelecer na
metodologia experimental marcadores especificos de origem subcelular que
sejam confidveis. Portanto, os autores devem considerar o uso de termos
operacionais, e lancar médo de meios que proporcionem determinar os subtipos
de VEs que se referem quanto a:

1) caracteristicas fisicas das VEs: como tamanho, VEs pequenas (<100 nm
ou <200 nm) e médias a grandes (>200 nm) e/ou densidade (baixa, média, alta,
com cada faixa definida);

2) composic¢do bioquimica (VEs CD63+ / CD81+ -, VEs coradas com
Anexina A5, etc.);

3) descricbes de condicdes ou células de origem (VEs de poddcitos, VEs
em hip6xia, oncossomos grandes, corpos apoptoticos) no lugar de termos como
exossomo e microvesicula, que sdo historicamente carregados por definicoes
multiplas e contraditdrias e expectativas imprecisas de biogénese Unica.

Caso a definicdo da VE nao possa ser obtida de acordo com 0s quesitos
minimos da publicacéo relacionado do encontro da SIVE 2018, termos como

“particula extracelular’ sdo os mais apropriados (THERY et al., 2018).

1.2.2.1. Biogénese das Vesiculas Extracelulares

A fim de facilitar a compreensdo dos mecanismos particulares de
biogénese das VEs, utilizar-se-a a nomenclatura usual, exossomos e
microvesiculas, até a definicdo da SIVE 2018, pois os trabalhos que descrevem
esses mecanismos sdo anteriores a nova definicao.

Os exossomos e microvesiculas possuem diferentes vias de biogénese,
porém ambos compartiiham processos de passagem por membrana; 0s
exossomos sdo gerados dentro do sistema endossGmico como vesiculas
intraluminais (VILs) e secretados durante a fusdo do endossoma multivesicular
(EMV) com a superficie celular, enquanto as microvesiculas se originam por um
brotamento externo na membrana plasmatica (RAPOSO; STOORVOGEL,
2013).

Ainda que a formacdo de exossomos e microvesiculas ocorra em locais

distintos no interior celular, mecanismos intracelulares comuns e processos de
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selecdo estdo envolvidos na biogénese de ambos o0s subtipos. Estes
mecanismos compartiihados e moléculas presentes na morfologia de ambos
subtipos, muitas vezes dificultam a distincdo entre estas VEs (COLOMBO;
RAPOSO; THERY, 2014).

Ressalta-se, a importancia do processo de transferéncia dos contetdos, ou
“cargas”, (moléculas de membrana, adesao, sinalizadoras, diversas proteinas e
enzimas, acidos nucléicos, etc.) para as VEs (representado na Figura 4), que
devem ser direcionados ao local de producédo, seja na membrana plasmatica
(para microvesiculas) ou ha membrana limitante do EMV (para exossomos).

A natureza e a concentracao das cargas contidas nas VEs, sao inerentes
ao tipo celular secretor e muitas vezes 0 microambiente fisioldégico ou
fisiopatologico influencia o tipo de cargas carregadas. Estes estimulos
microambientais, também modulam os mecanismos moleculares que sinalizam
a sua biogénese e liberacdo no meio extracelular (MINCIACCHI; FREEMAN; DI
VIZIO, 2015; KALRA; DRUMMEN; MATHIVANAN, 2016).

As cargas da membrana dos exossomos chegam aos endossomos a partir
do complexo de Golgi ou sao internalizadas a partir da membrana plasméatica
antes de serem classificadas em VILs, durante a maturagdo do endossomo
(endossomo precursor). As cargas inseridas nas microvesiculas, algumas
também advém da membrana plasmatica e da selecéo e reciclagem das cargas
presentes em endossomos precursores (KLUMPERMAN; RAPOSO, 2014).

No processo de carregamento dos exossomos, as cargas que sao
recicladas por estarem ligadas a membrana plasmatica tém grandes
possibilidades de n&do apresentar expressodes significativas nos exossomos, a
menos que, essa reciclagem seja comprometida. Este comprometimento ou
deplecdo dos reguladores da reciclagem endossémica e do transporte
retrogrado dos endossomos para o complexo de Golgi pode afetar o
direcionamento de algumas cargas para as VEs (VAN NIEL; D’ANGELO;
RAPOSO, 2018).

Nesse contexto, a proteina sintenina, a qual atua tanto na reciclagem,
guanto na classificagéo do sindecano (receptor transmembrana) em EMVs para

biogénese dos exossomos, possui um potencial regulador do crosstalk entre a
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reciclagem endocitica e o direcionamento endossomal a partir do complexo de

Golgi, de eventuais cargas para os exossomos (BAIETTI et al., 2012).
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FIGURA 4. A analise da composicado das vesiculas extracelulares revela que elas podem
transportar varias cargas, incluindo proteinas, lipidios e acidos nucleicos, e esse contetdo pode
variar amplamente entre as células e as condi¢ces. A composicdo especifica afetara diretamente
o destino e a fungéo das vesiculas extracelulares. Dependendo do tipo de célula, as vesiculas
extracelulares expressardo um conjunto de proteinas especificas de cada tipo de célula e que
sédo responsaveis por seus destinos e fungfes. Abreviaturas: ALIX, Proteina X de interacdo ALG-
2; APP, Proteina Precursora de Amiléide; ARF6, Fator de Ribosilacdo 6 do ADP; ARMMs,
Microvesiculas mediadas por proteina 1 contendo dominio de arrestina; CXCR4, Receptor 4 de
Quimiocina - CXC; GAPDH, Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase; HSP70, Proteina de choque
térmico de 70 kDa; HSPG, Proteoglicano de sulfato de heparano; ICAM, Molécula de adesao
intercelular; LBPA, Acido liso bifosfatididico; LFA1, Antigeno 1 associado a fungéo linfocitéria;
MHC, Complexo principal de histocompatibilidade; PECAM1, Molécula de adesdo celular
endotelial plaquetaria; PLD, Fosfolipase D; PrP, Proteina prion; ROCK, Proteina quinase
associada a RHO; TCR, Receptor de células T; TDP43, Proteina de ligacdo ao DNA - TAR43;
TFR, Receptor de transferrina; TSG101, Proteina do gene 101 de susceptibilidade ao tumor;
TSPAN, Tetraspanina; VPS, Proteina vacuolar de selecao. Adaptado de: VAN NIEL, Guillaume;
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D'ANGELO, Gisela; RAPOSO, Grag¢a. Shedding light on the cell biology of extracellular vesicles.
Nature reviews - Molecular cell biology, v. 19, n. 4, p. 213, 2018.

1.2.2.1.1. Mecanismos da Biogénese dos Exossomos

Os exossomos sdo gerados inicialmente como VILs dentro do lumen dos
endossomos durante sua maturacdo em EMV, um processo que envolve um
mecanismo de selecdo especifico. Esses mecanismos de selecdo separam
primeiro as cargas nos microdominios da membrana limitante do EMV, com o
consequente brotamento interno e fissdo de pequenas vesiculas de membrana
contendo citosol sequestrado do EMV (VAN NIEL; D’ANGELO; RAPOSO, 2018).

A descoberta do mecanismo chamado de complexo de classificacéo
endossomal necessario para transporte (ESCRT) foi como um impulsionador da
formacdo da membrana e corte. O mecanismo ESCRT atua de diferentes niveis,
em que as subunidades ESCRTO0 e ESCRTI agrupam cargas transmembranas
ubiquitinadas em microdominios da membrana limitante de EMV e recruta via
ESCRTII, os subcomplexos ESCRTIII, os quais realizam brotamento interno no
EMV e fissdo deste microdominio (Figura 5) (COLOMBO et al., 2013).

A via ESCRT canbnica pode ser interceptada pela sintenina e a proteina
acessoéria ALIX (conhecida como proteina de interacdo de morte celular
programada 6), que conecta as cargas a subunidade ESCRTIII associada a
proteina vacuolar de selecao 32 (VPS 32)(BAIETTI et al., 2012).

Os exossomos também podem ser formados independente de ESCRT,
demonstrado em estudos onde os EMVs com VILs internalizadas expressando
CD63, ainda sdo formadas apds o esgotamento dos componentes dos quatro
complexos ESCRT (STUFFERS et al., 2009). Também foi demonstrado que o
primeiro mecanismo independente de ESCRT da biogénese do exossomo
precisa da formacéao de ceramida, a qual, é formada pela esfingomielinase neutra
do tipo II, que hidrolisa a esfingomielina em ceramida (TRAJKOVIC et al., 2008).
A ceramida permite a formacéo de subdominios de membrana, que impdem um
abaulamento espontaneo nas membranas, além de poder desempenhar ao ser
metabolizada em fosfato de esfingosina-1 para ativar o receptor de fosfato de
esfingosina-1 acoplado a proteina Gi. Este processo € essencial para a selecao
de cargas em VILs por esta via (GONI; ALONSO, 2009; KAJIMOTO et al., 2013).
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Outras proteinas, da familia das tetraspaninas, fazem a regulacdo da
selecdo endossdmica independente de ESCRT, estando diretamente ligadas a
selecdo de cargas para exossomos as tetraspaninas CD9, CD81 e CD82
(CHAIROUNGDUA et al., 2010).

Um dos objetivos deste trabalho esta relacionado quanto a expressao de
MiRNA internalizado em VESs, incluindo os exossomos. E, além de proteinas e
outros fatores, as VEs também carregam &cidos nucléicos, como RNAs (MRNA
e RNAs néo codificantes, como miRNAS) e sequéncias de DNA (VALADI et al.,
2007; NOLTE'T HOEN etal., 2012; KAHLERT etal., 2014; THAKUR et al., 2014).

Os mecanismos envolvidos no carregamento de acidos nucleicos para
exossomos ainda sdo vagos, e as contribuicbes cientificas relacionadas ao
carregamento passivo ou ativo de RNAs nas VEs ainda ndo foram bem
esclarecidas (MATEESCU et al., 2017).

Diferentes mecanismos foram descritos que podem atuar para realizar a
selecdo de acido nucléicos especificos, incluindo a subunidade ESCRTII que
pode atuar como um complexo de ligacdo de RNA (IRION; ST JOHNSTON,
2007); os microdominios enriquecidos com tetraspanina podem sequestrar
proteinas de ligacdo de RNA nos subdominios de membrana, (PEREZ-
HERNANDEZ et al., 2013); ou através o complexo de silenciamento induzido de
MiRNA (miRISC) e proteina argonauta 2 (AGO2), que medeiam processos de
silenciamento de RNA (GIBBINGS et al., 2009).

Novos reguladores de selecdo de miRNA como carga de exossomos
também foram descritos recentemente, e incluem a via de sinalizacdo KRAS-
MEK atuando por meio de AGO2 (MCKENZIE et al., 2016), Proteina de Vault
principal (TENG et al., 2017), e Proteina de Ligacdo YBox-1 (SHURTLEFF et al.,
2016).

Em geral, a biogénese dos exossomos é complexa, e varia de acordo com
a selecdo de cargas e o tipo de célula, além de outros sinais da manutencao
homeostatica ou de estimulos fisiopatolégicos também podem influenciar na

biogénese.
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1.2.2.1.2. Mecanismos da Biogénese das Microvesiculas

Considerando gue a erupc¢éao formada durante a apoptose é conhecida por
produzir microvesiculas na forma de corpos apoptéticos (HRISTOV et al., 2004),
a liberacdo de microvesiculas da membrana plasmatica de células saudaveis e
0S mecanismos envolvidos nessa secrecao ainda estéo sendo elucidados.

Esta biogénese requer varios rearranjos moleculares no interior da
membrana plasmatica, incluindo mudancas nos componentes lipidicos, na
composicao proteica, e nos niveis de Ca?* (MINCIACCHI; FREEMAN; DI VIZIO,
2015).

Mecanismos enzimaticos dependentes de Ca?*, incluindo translocases de
aminofosfolipidios (flipases e flopases), scramblases (responsaveis pela
translocacao de fosfolipidos entre duas monocamadas de uma bicapa lipidica) e
calpaina conduzem a rearranjos na assimetria de fosfolipidios de membrana
(exposicéo de fosfatidilserina do folheto interno para a superficie celular), que
causa flexdo fisica da membrana e reestruturacdo do citoesqueleto de actina
subjacente, o que favorece o brotamento da membrana e a formacdo de
microvesiculas (FIGURA 5) (PICCIN; MURPHY; SMITH, 2007; AL-NEDAWI et
al., 2008).

Assim como no direcionamento de cargas para exossomos, lipidios e
outras cargas associadas a membranas sao localizadas em locais de brotamento
de microvesiculas por meio de sua afinidade pelas jangadas lipidicas ou, como
€ 0 caso das proteinas citoplasmaticas oligoméricas, por sua ancoragem a
lipidios de membrana plasmatica. Os componentes citosolicos destinados a
secrecdo em microvesiculas necessitam de sua ligacdo ao folheto interno da
membrana plasmatica. Esta associacdo € dependente de suas respectivas
ancoras de membrana plasmatica (palmitoilacao, prenilacéo, miristoilacéo) e do
estabelecimento de complexos de alta ordem, que 0s concentram nos pequenos
dominios da membrana a partir dos quais as microvesiculas formadoras irdo
brotar (SHEN et al., 2011; YANG; GOULD, 2013).

Ainda ndo esta claro como os acidos nucléicos, que geralmente sao
encontrados nas microvesiculas, sédo direcionados para a superficie celular. Um

possivel mecanismo balizado por acdo de miRNA em uma regido 3'UTR de
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MRNAs pode estar envolvido no direcionamento de outros RNAs para
microvesiculas, este mecanismo foi descrito a partir de estudos de células
cancerosas e sugere-se o envolvimento dos miRNA no direcionamento de mRNA
para microvesiculas (BOLUKBASI et al., 2012), porém tal via de carregamento

ainda nao esta evidente.
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FIGURA 5. Diversos mecanismos e etapas sao necessarias para a geracdo de exossomos e
microvesiculas. Os lipidios e proteinas associadas & membrana sao agrupados em discretos
microdominios da membrana plasmatica para microvesiculas (topo) e da membrana limitante do
endossomo multivesicular (EMV) para exossomos (parte inferior) (etapa 1 —faixa verde discreta).
Os microdominios também participam do recrutamento de componentes sollveis, como
proteinas citosolicas e subtipos de RNA, que sdo destinadas a selecdo em vesiculas
extracelulares (etapa 2). Ao todo, a formagdo desses microdominios agrupados junto com
mecanismos adicionais promove brotamento da membrana seguido por um processo de
abaulamento na membrana plasmética em direcdo ao meio extracelular ou na membrana
limitante do EMV em direcdo ao limen do EMV (etapa 3). As proteinas transmembrana
selecionadas em exossomos e microvesiculas mantém a mesma topologia da membrana
plasmatica. Os mecanismos da biogénese do exossomo envolvem as subunidades do complexo
de classificagdo endossomal necessério para transporte (ESCRT), em diferentes niveis.

ESCRTO e ESCRTI agrupam cargas transmembranas ubiquitinadas em microdominios da
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membrana limitante de EMV e recruta via ESCRTII, jA ESCRT-IIl é necessario para a cisdo das
vesiculas intraluminais (VILs) no limen do EMV, mas o agrupamento de carga e o brotamento
da membrana podem ocorrer por mecanismos dependentes de ESCRT ou independentes de
ESCRT. Os mecanismos moleculares que atuam nas diferentes etapas da biogénese das
vesiculas extracelulares sdo parcialmente comuns aos exossomos e microvesiculas (incluindo
proteinas ESCRT e a geracao de ceramida por esfingomielinase). Uma excecéo € a inversao de
espécies lipidicas especificas entre os folhetos da membrana de brotamento, dada
exclusivamente para brotamento de microvesicula. Abreviaturas: ALIX, Proteina X de interacéo
ALG-2; ARF6, Fator de Ribosilacdo 6 do ADP. Adaptado de: VAN NIEL, Guillaume; D'ANGELO,
Gisela; RAPOSO, Graca. Shedding light on the cell biology of extracellular vesicles. Nature
reviews - Molecular cell biology, v. 19, n. 4, p. 213, 2018.

1.2.3. microRNAs

Em um contexto temporal, em 1993, Lee e colaboradores (1993) ao
pesquisarem genes que regulam as fases de desenvolvimento do nematédeo
Caenorhabditis elegans, encontraram dois pequenos RNAs reguladores,
conhecidos como lin-4 e let-7, de aproximadamente 22 a 61 nucleotideos (nt)
(LEE; FEINBAUM; AMBROS, 1993). Mais tarde, em 2001, Lagos-Quintana e
colaboradores (2001), reportaram que esses pequenos RNAs representavam
uma classe populosa de pequenos RNAs enddgenos de aproximadamente 22nt,
denominados microRNAs (miRNAs). Esses miRNAs funcionam como
reguladores péds-transcricionais da expressdo génica, e sao altamente
conservados em vertebrados, invertebrados e plantas (nestas, com regulacéao
distinta dos demais) (LAGOS-QUINTANA et al., 2001).

Da descoberta inicial até os dias atuais os papéis e as funcdes dos
diferentes tipos de miRNAs tém sido amplamente estudados em diversos
modelos experimentais. Um ponto a se destacar na evolu¢do dos estudos na
area é que se pequenos RNAs ndo codificantes podem regular a expressao
génica, seria possivel que a regulacdo alterada da expressao do microRNA
pudesse resultar em expressao génica aberrante com potencial desenvolvimento
de enfermidades (BUDD, 2016).

Desta forma os miRNAS sao classificados como pequenos RNAs nao
codificantes enddgenos, que tém intima funcdo na expressao de diversos genes

a fim de manter a regulacao celular em homeostase (MIYAKI; ASAHARA, 2012).
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1.2.3.1. Biogénese dos microRNAs

A caracteristica de diferenciacao dos genes de miRNA é o dobramento dos
transcritos intermediarios de RNA em estruturas hairpin que sdo reconhecidas
especificamente e processadas pelo mecanismo de biogénese do miRNA. Séo
conhecidos como fatores de transcricdo a Proteina 1 de determinacédo de
mioblastos (MyoD1), a Miogenina 11 (MYOGL11) e o Fator Nuclear - kB (NF- kB).
Esses transcritos primarios de miRNA (pri-miRNAS) sédo produtos especificos da
RNA polimerase Il, e possuem estruturas da extremidade CAP-5’ e cauda 3’ poli-
A, sendo esses transcritos processados no nucleo e no citoplasma celular,
resultando na formacdo de miRNAs maduros (BARTEL, 2009; BEREZIKOV,
2011; MIYAKI; ASAHARA, 2012).

Os miRNAs séo codificados nos genomas como unidades transcricionais
independentes com seus proprios promotores como 0s MiRNAs simples. Dessa
maneira, o locus genémico dos miRNAs transcritos pode diferir (Figura 1a); ou
como aglomerados (clusters) de varios genes de miRNA transcritos como um
anico pri-miRNA, mas podem ser clivados posteriormente para formar o0s
MiRNAs maduros individuais (Figura 1b). Alguns genes de miRNA de animais
estdo localizados em introns de genes codificadores de proteinas (Figura 1c)
(BEREZIKOV, 2011; MIYAKI; ASAHARA, 2012; BUDD, 2016; TREIBER,;
TREIBER; MEISTER, 2019).

Enquanto alguns miRNAs intronicos tém orientagdo antisense em relacao
aos seus genes de origem e, portanto, nao dependem diretamente da transcrigao
do gene de origem, acredita-se que 0os miRNAs intrénicos de orientacdo sense
sejam processados como parte do RNA mensageiro (MRNA) do gene de origem
e sua expressao se correlacione com a de suas origens. No entanto, existem
evidéncias crescentes de que muitos genes de mMiRNAs intrébnicos com
orientacdo sense, também tenham seus préprios promotores localizados em
regides intrénicas opostas (TREIBER; TREIBER; MEISTER, 2019). MicroRNAs
ndo convencionais conhecidos como Mirtrons, sdo gerados a partir de introns
curtos que fazem uso do mecanismo do spliceossoma e seguidos de

desramificacdo para garantir os limites corretos do microRNA precursor (pre-
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mMiRNA) (Figura 1d) e, em alguns casos, 0s mirtrons ainda podem possuir uma
cauda de ribonucleotideos na extremidade 5 e/ou 3’ que sao posteriormente
removidos pelo complexo exossomo (complexo envolvido na degradacao de
RNAs, diferente do exossomo — vesicula extracelular) para formar pre-miRNAs
funcionais (Figura 1le) (BEREZIKOV, 2011; MIYAKI; ASAHARA, 2012; BUDD,
2016; TREIBER; TREIBER; MEISTER, 2019).

Locus Genémico miRNA pri-miRNA pre-miRNA
a Transcrigao Clivagem por Drosha
miRNA simples E]]_‘= —_— ———————————-
5'Cap
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A 4
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X AAA_3'
c S Transcrigao Clivagem, splicing
miRNA intrdnico &Il:* _ S
Exons do gene de origem 5'Cap Exonl Exon2
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FIGURA 1. O locus genémico dos miRNAs transcritos pode diferir, e sdo codificados nos
genomas como unidades transcricionais independentes com seus proprios promotores como 0s
miRNAs simples (a); ou como aglomerados (clusters) de varios genes de miRNA transcritos
como um Unico pri-miRNA, mas podem ser clivados posteriormente para formar os miRNAs
maduros individuais (b); e, uma parcela consideravel de genes de miRNA esta localizada em
introns de genes codificadores de proteinas (c). Mirtrons, sdo gerados a partir de introns curtos
gue fazem uso do mecanismo do spliceossoma e seguidos de desramificacdo para garantir os
limites corretos do pre-microRNA (d) e, em alguns casos, 0s mirtrons ainda podem possuir uma
cauda de ribonucleotideos na extremidade 5’ e/ou 3’ que sdo posteriormente removidos pelo
exossomo para formar pre-miRNAs funcionais (e). Abreviaturas: miRNA, microRNA; pri-miRNA,
microRNA primario; pre-miRNA, microRNA precursor. Figura adaptada de: BEREZIKOV,
Eugene. Evolution of microRNA diversity and regulation in animals. Nature Reviews Genetics,
v.12,n. 12, p. 846-860, 2011.




26

Para todos os miRNAs (com excecdo dos miRNAs oriundos de mirtrons,
processados pela via ndo canbnica) apds a transcri¢cdo, as regiées em hairpin
nos pri-miRNAs (também chamadas estruturas stem-loop) em torno de 60-70nt
sdo reconhecidas e processadas pelo complexo microprocessador. Este
complexo contém as endonucleases do tipo RNA polimerase Il (RNApol-lll), a
DiGeorge critical region 8 (DGCR8) que reconhece a regido de loop terminal e a
Drosha que tem a funcéo de clivar a regido do tronco de fita dupla (via candnica).
O resultado desse processo de clivagem € um miRNA precursor (pre-miRNA)
com caracteristica da extremidade 3’ com grupo hidroxila (OH), saliéncias de 2
nt e extremidade 5' fosfato. O pre-miRNA processado € exportado para o
citoplasma pela proteina Exportin 5 (Exp5) (Figura 2), onde é reconhecido e
processado por outra enzima RNApol-lll, a Dicer (BEREZIKOV, 2011; MIYAKI;
ASAHARA, 2012; BUDD, 2016; TREIBER; TREIBER; MEISTER, 2019).

No citoplasma, o pre-miRNA é reconhecido pela Dicer, que cliva o loop
terminal do hairpin, reconhecendo apenas o final do hairpin do pre-miRNA. A
atividade da helicase resulta em um pequeno RNA de fita dupla de 22 a 23 nt
chamado miRNA-miRNA* duplex (formado por um miRNA maduro de fita simples
e um miRNA* de fita simples, “*” fita afuncional). E formado um complexo de
carregamento a partir do agrupamento Dicer, proteina de ligacdo a RNA
responsiva a transativacdo (TRBP) e proteina Argonauta (AGO) junto ao
complexo de silenciamento induzido por RNA (RISC). Sendo a sequéncia de
MiRNA* degradada, e a sequéncia de miRNA maduro transferida associada a
proteina AGO e RISC, formando miRISC, onde o miRNA maduro pode direcionar
a regulacdo do mRNA alvo, que contém sequéncias complementares na regiao
nao traduzida 3' (UTR) para a sequéncia do miRNA maduro (Figura 2)
(BEREZIKOV, 2011; MIYAKI; ASAHARA, 2012; BUDD, 2016; TREIBER,;
TREIBER; MEISTER, 2019).

O miRNA maduro no miRISC serve como um guia para o reconhecimento
de mRNAs alvos por pareamento parcial de bases, o que leva a um bloqueio na
traducao do alvo de mRNA e/ou sua degradacdo (BARTEL, 2009).
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FIGURA 2. A partir de genes de miRNA processados pela via candnica (utilizando RNA pol Il e
via Drosha), produz transcritos de pri-miRNA, seguido pelo processamento de RNA pol Il /
DGCRS8 / Drosha dos transcritos de pri-miRNA em pre-miRNAs. Os hairpins dos pre-miRNAs
intrénicos do mirtron também sé&o transcritos pela RNA pol Il, e sédo formados pelo spliceossoma,
(splicing, desramificacdo e corte), ou seja, pela via ndo-canbnica, sem 0 processamento de
Drosha. Os pre-miRNAs gerados por ambas as vias séo exportados do nicleo via Exp-5, seguido
pelo Dicer/TRBP subsequente clivam o loop terminal, que gera RNAs de fita dupla chamados
MiRNA/mMiIRNA* duplex. As proteinas AGO desenrolam e separam a fita de miRNA da fita
MiRNA¥*. A fita miRNA* é degradada. O RISC carrega o miRNA maduro e interage com o 3-UTR
do mRNA alvo e regula a expressao génica por inibicdo da traducdo ou degradacdo do mRNA.
Abreviaturas: miRNA, microRNA; RNA pol Il, RNA polimerase II; pri-miRNA, microRNA primario;
DGCR-8, DiGeorge critical region 8; mRNA, RNA mensageiro; RNA pol Ill, RNA polimerase ll;
pre-miRNA, microRNA precursor; Exp-5, Exportin-5; AGO, Argonauta; TRBP, proteina de ligacdo
a RNA responsiva a transativacao; RISC, complexo de silenciamento induzido por RNA; miRISC,
complexo de carregamento do miRNA maduro. Adaptado de: BEREZIKOV, Eugene. Evolution of
microRNA diversity and regulation in animals. Nature Reviews Genetics, v. 12, n. 12, p. 846-
860, 2011; MIYAKI, Shigeru; ASAHARA, Hiroshi. Macro view of microRNA function in
osteoarthritis. Nature Reviews Rheumatology, v. 8, n. 9, p. 543, 2012; BRONZE-DA-ROCHA,
Elsa. cardiovascular diseases. BioMed research

MicroRNAs expression profiles in
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international, v. 2014, 2014; YU, Xiao-Ming et al. MicroRNAs’ involvement in osteoarthritis and
the prospects for treatments. Evidence-Based Complementary and Alternative Medicine, v.
2015, 2015.

1.2.4. Osteoartrite

A osteoartrite € uma das principais enfermidades do sistema
musculoesquelético que acomete os equinos e seres humanos (FRISBIE et al.,
2002). A OA causa dor e incapacidade funcional, gerando grande impacto
econdmico e social (ANDERSON et al., 2011; MCILWRAITH; FRISBIE;
KAWCAK, 2012).

Segundo a Sociedade Internacional de Pesquisa em Osteoartrite — OARSI,

a OA é definida como:

1...] um distarbio que envolve articulacbes maoveis, caracterizada por
alteracdo celular e degradacdo da matriz extracelular iniciada por micro e
macrolesdo que ativa respostas de reparo mal adaptativas, incluindo vias pro-
inflamatérias da imunidade inata. A doenca se manifesta primeiro como um
distirbio molecular (metabolismo anormal do tecido articular), seguido de
distarbios anatdémicos e/ou fisioldgicos (caracterizados por degradacdo da
cartilagem, remodelacédo Ossea, formacédo de ostedfitos, inflamacéo articular e

perda da fungdo articular normal), que podem culminar nos sinais clinicos
(KRAUS et al., 2015).

Os fatores de risco que predispdem ao desenvolvimento da OA séo:
atividade atlética de alta performance, traumas repetitivos, conformacao
anatbmica, idade e hereditariedade (BROMMER et al.,, 2003; RIGGS, 2006;
YTREHUS; CARLSON; EKMAN, 2007; LOESER, 2010). O cavalo de corrida é
um atleta que serve de modelo para OA induzida por trauma repetitivo de
ocorréncia natural (MCILWRAITH; FRISBIE; KAWCAK, 2012) e esta associado
ao que ocorre em atletas humanos que praticam esportes extenuantes e também
sofrem de OA por compressao repetitiva induzida pelo trabalho. Os exemplos
incluem OA nos joelhos de jogadores de futebol (MOLLOY; MOLLQOY, 2011).
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As etiologias da OA incluem trauma, sinovite aguda, osteocondrose ou
degeneragao por senilidade, e podem afetar cada uma das estruturas articulares
de diferentes formas. Além disso, independente do tecido primario afetado, as
estruturas desempenham papéis importantes que contribuem para a patogénese
global da OA (GOODRICH; NIXON, 2006). O dano a cartilagem articular é
comum em cavalos de corrida e apresentam degeneragdo crénica ou dano
agudo ou pés-traumatico. Semelhante as classificacdes ortopédicas humanas,
as lesdes agudas séo tipicamente caracterizadas por areas focais de perda de
cartilagem, sendo que as lesbes crénicas permanecem desafiadoras por causa
da presenca de alteracdo patolégica generalizada que compreende a OA
(JOHNSON; FRISBIE, 2016). Relacionado as lesfGes de cartilagem e Osseas
subcondrais na OA equina por trauma de impacto repetitivo, apresentam
alteracdes degenerativas progressivas na cartilagem articular e osso subcondral,
incluindo lesdes de reabsorcdo focais marcantes no terceiro 0sso carpiano de
cavalos de corrida sujeitos a trauma repetitivo de alto impacto (LACOURT et al.,
2012).

A sinovite aguda e a capsulite sdo as manifestagdes mais comuns nas
articulagdes e podem contribuir para o processo de degradacéo da cartilagem
articular pela liberacdo de enzimas, mediadores inflamatorios e citocinas
(MCILWRAITH et al., 2018). O processo inflamatorio é iniciado na sindvia, na
cartilagem, na capsula articular ou no osso subcondral e rapidamente uma
cascata de mediadores inflamatérios do tecido primario lesionado é
desencadeada (GOODRICH; NIXON, 2006). Assim, os mediadores catabolicos
e proé-inflamatérios, como citocinas, o6xido nitrico, prostaglandina E2 e
neuropeptideos, que sao secretados no microambiente articular alteram o
equilibrio entre degradacao e reparo da matriz cartilaginosa, levando a produgao
excessiva de enzimas proteoliticas responsaveis pela degradagao da cartilagem.
Dessa maneira, a alteracdo da cartilagem, amplifica a inflamacao sinovial,
criando um feedback positivo (SELLAM; BERENBAUM, 2010).

De acordo com Nesic e colaboradores (2006), o processo inflamatério
ciclico, esclerose do osso subcondral, perda de glicosaminoglicanos, destruigao
da matriz extracelular e rede de colageno mediadas por enzimas e apoptose sao

fatores que resultam na quebra estrutural e funcional da cartilagem articular,
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caracteristica degenerativa e progressiva inerente a OA (NESIC et al., 2006).
Essa afirmagdo, reforga a descricdo feita por Mcllwraith (1982), sendo a
degeneragao articular considerada a condig¢ao sine qua non do estabelecimento
da OA (MCILWRAITH, 1982).

Embora diversos fatores de risco e etiologias sejam responsaveis pela
progressao da OA, a fase de degradacao da cartilagem articular é determinante
para estabelecer o progndstico e a terapéutica. Esta fase do desenvolvimento da
OA, é alvo de investigagao de diversos pesquisadores.

A homeostase da cartilagem articular é mantida por equilibrio
anabolico/catabdlico. O desequilibrio anabdlico/catabdlico resulta no
aparecimento de alteragcbes degenerativas da cartilagem articular, que
demonstra a existéncia de uma rede de sinalizagdo complexa e interconectada
gue controla o equilibrio catabdlico e anabdlico, indicando que a regulagao
positiva de fatores catabolicos induz a degradag¢ao da cartilagem (BUDD, 2016;
BUDD; NALESSO; MOBASHERI, 2018).

A regulacdo an6mala da homeostase articular esta relacionada a ac¢ao da
enzima agrecanase-2 ou ADAMTS-5 (tipo de desintegrina e metaloprotease [do
tipo reprolisina] com padrdo de trombospondina - familia das agrecanases e
metaloproteinases) que promove sinalizagdo para outras enzimas e proteinas
inflamatodrias que contribuem para degradacado da cartilagem articular. Tal
enzima age, especificamente na clivagem do agrecan que, tem como fungao
manter as ligagbes da rede de colageno que formam a matriz extracelular
(GLASSON et al., 2005; SANDY et al., 2015; BUDD, 2016).

A regulagcao da expressao da enzima ADAMTSS e dos demais mecanismos
inflamatérios e proteoliticos é coordenada por expressao génica e que, por sua
vez, depende da expressdo de microRNAS. Os efeitos da expressao de
microRNAs vém sendo associados a caracteristicas fisiopatoldgicas de diversas
enfermidades, e alguns microRNAS tém fungdes especificas e/ou abrangentes
em processos biolégicos (BUDD, 2016). Em vista disso, a investigagao do papel

dos microRNAs na fisiopatologia da OA é amplamente explorada.
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1.2.4.1. microRNA-140 na Osteoartrite

Os miRNAs exercem fungdbes na manutengdo do balanco
anabolico/catabdlico em condrdcitos articulares. A sinalizagao atipica pode ter
impacto sobre a expressao de miRNAs, e assim induzir alteragdes na expressao
de genes envolvidos no equilibrio anabdlico/catabdlico (YU; CHEN; WANG,
2011).

lliopoulos e colaboradores (2008), investigaram a expressao de miRNAs de
cartlagem normal em comparagdao a cartilagem acometida por OA e
identificaram 16 miRNAs. Como exemplo da expressao alterada de microRNAs
na OA e a importancia sobre a homeostase cartilagem articular, o0 miRNA-140
tem fungdo direta na manutengcdo do equilibrio articular ao inibir o gene da
agrecanase 2, pois esta enzima ativa atua na degradacao de cartilagem e regula
positivamente a expressao de citocinas pro-inflamatoérias (ILIOPOULOS et al.,
2008). A expressao e fungao tecido-especifica do miRNA-140, na articulacdo
este miRNA regula os processos de manutencdo da homeostase e no
desenvolvimento 6sseo e cartilagineo, estas funcdes sdo semelhantes em
diferentes espécies, como equinos, humanos e Rattus novergicus (MIYAKI et al.,
2009; NAKAMURA et al., 2011; BUECHLI; LAMARRE; KOCH, 2013; VAN DER
KOLK; PACHOLEWSKA; GERBER, 2015; YIN et al., 2017).

O miRNA-140 desempenha importantes papéis na formacdo Ossea
embrionéria e na ossificacdo endocondral (Figura 3). Dois grupos de pesquisa
desenvolveram camundongos que ndo expressavam miRNA-140 e compararam
com aqueles que expressavam miRNA-140. Ambos pesquisadores obtiveram
resultados similares, em que os camundongos sem a expressdo do miRNA
tiveram defeitos no processo de ossificacdo endocondral, resultando em
nanismo e deformidades craniofaciais (MIYAKI et al., 2010; NAKAMURA et al.,
2011).

Nakamura e colaboradores (2011) observaram o processo de ossificagao
endocondral estava ligeiramente avancado devido a diferenciacdo hipertrofica
acelerada de condrocitos em camundongos sem a expressdo de miRNA-140. Ao
comparar os perfis de RNA associados com a enzima AGO entre os condrocitos

de camundongos expressando miRNA-140 e os induzidos a ndo expressarem,
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foi identificado Dnpep (que codifica a enzima aspartilamino-peptidase) como um
alvo do miRNA-140.

No estudo, a expressdo de Dnpep foi aumentada nos condrocitos
provenientes dos camundongos nulos de miRNA-140. A superexpressao de
Dnpep mostrou um baixo efeito antagonista na sinalizacdo da Proteina
Morfogenética Ossea (BMP) via ativacdo Smad, mas ainda assim, os condrocitos
nulos de miRNA-140 apresentaram sinalizacdo da BMP basal inferior ao normal.
Desta forma, o Dnpep pode degradar cofatores de Smads na regulacdo da
transcricdo do gene BMP. Os resultados sugerem que a sinalizacéo reduzida de
BMP causada pela regulacao positiva de Dnpep implica em defeitos esqueléticos
de camundongos nulos de miRNA-140, demonstrando que o miRNA-140 é
essencial para o desenvolvimento normal do osso endocondral (NAKAMURA et
al., 2011)

Outro papel significativo ao qual o miRNA-140 esta ligado a condrogénese,
demonstrado por estudos utilizando modelos experimentais in vivo e in vitro com
a espécie humana e Rattus novergicus. O miRNA-140 mostra-se ser ativado pelo
Fator de Transcricdo SRYbox9 (SOX9) (Figura 3) e, portanto, se correlaciona
com a expressdo de SOX9 na condrogénese embrionaria e in vitro na
diferenciacdo de MSCs (NAKAMURA et al., 2011, 2012; BUECHLI; LAMARRE;
KOCH, 2013; TAO et al., 2017).

Karlsen e colaboradores (2014), inibiram a expressao de forma transitoria
e estavel do miRNA-140 em MSCs e condrécitos articulares in vitro, e
observaram que nas fases diferenciacéo e de desdiferenciacéo respectivamente,
levou a reducdo de SOX9 e da proteina agrecan, mas nao dos mRNAs
correspondentes, indicando que o miRNA-140 induz uma regulacao positiva pos-
transcricional, ou seja, 0 miR-140 estimula a condrogénese in vitro pela
regulacao positiva dessas moléculas no nivel de proteina (KARLSEN et al.,
2014). Este achado corrobora a descricdo também de outros estudos da
funcionalidade e desenvolvimento dos condrdcitos articulares e explica a
regulacédo positiva desse miRNA durante a diferenciacdo condrogénica in vitro
de MSCs e o papel na condrogénese in vivo.

No microambiente osteoartritico, 0 miRNA-140 tem regulagdo negativa

significativa na sua expressdo em comparagao a cartilagem normal (MIYAKI et
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al., 2009; TARDIF et al., 2009). A exemplo da regulagao do miRNA-140 na OA,
no estudo realizado por Miyaki e colaboradores (2009) foi observada a regulagéo
negativa do miRNA-140 apds o tratamento de condrécitos com IL-13, esse
tratamento também induziu a regulagao positiva da expressdo de ADAMTS-5.
Este fato demonstrou que a transfecgao do miRNA-140 em condrocitos foi capaz
de suprimir a expressdo de ADAMTS-5 (enzima descrita na secdo 1.2.1.)
induzida por IL-18 e aumentar a expressao de agrecan. Resultado importante,
Vvisto que o agrecan € o principal proteoglicano da cartilagem e da a esse tecido
sua capacidade de suportar cargas e resistir a compressao, e qguando sujeito a
diferentes gruas de degradacdo durante a evolucao da OA .

Assim, sugere-se que o0 miRNA-140 tem como alvo direto a agrecanase-2,
tendo como uma das fungdes na cartilagem articular, regular os niveis de
ADAMTS-5 obtendo um papel protetivo da cartilagem (MIYAKI et al., 2009, 2010;
BUDD, 2016).

A administragao exogena de miRNA-140 em areas de lesdo da cartilagem
articular ou articulagbes com OA, pode prevenir ou retardar a clivagem do
agrecan, através do miRNA direcionado a regulagdo negativa da expressao de
ADAMTS-5 (Figura 3) (DESJARDIN et al., 2014; CAPORALI; KUYKENDALL,;
STEWART, 2015; BUDD, 2016; QIU et al., 2018; YOO et al., 2018).

Pode-se utilizar como estratégia terapéutica a utilizacdo de miRNAs
miméticos, os quais tém a mesma sequéncia que os miRNAs de ocorréncia
natural. Isso permite que o0 miRNA mimetize o alvo e ajuste os MRNASs que s&o
regulados pelos miRNAs enddégenos. Em geral os miRNAs miméticos tém como
alvo muitos mRNAs que podem estar relacionados a mecanismos de vias
celulares semelhantes. Portanto, a modulagéo de um unico miRNA, pode resultar
na regulagcédo negativa simultanea de um amplo conjunto de alvos e assim ter um
maior impacto (BUDD; NALESSO; MOBASHERI, 2018).

Desta forma, a possivel administracdo exdégena de miRNA-140 representa
uma inovagao no tratamento da OA equina, com potencial agdo de protecédo da
cartilagem, regulacdo da homeostase articular e consequente controle da
progressao da OA (Sl et al., 2020).
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FIGURA 3. Fun¢des do microRNA-140, atuacado na osteogénese endocondral e no mecanismo
da homeostase articular, mostrando estas funcdes em articulacdes normais e em articulacées
com osteoartrite. Um processo singular da fungdo do miRNA-140 esta ligado a repressédo de
diversos genes-alvo (transcritos de mRNA) no mesmo processo biolégico, como na homeostase
articular e ossificacdo endocondral. A figura em destaque representa a funcdo do miRNA-140
durante a manuten¢do da homeostase articular e no processo de OA. Na manutencdo da
homeostase articular o miRNA-140 é ativado por SOX9 via fator de transcricdo NFkB e tem como
alvo o mRNA 3'UTR da ADAMTSS, isso resulta em regulacdo negativa dessa enzima, o que
impede que esta degrade o agrecan presente na cartilagem articular (linhas pretas e vermelhas
continuas). No processo de OA, esse equilibrio articular € desregulado e a expressédo de miRNA-
140 é reduzida em resposta a mediadores pré-inflamatorios, sua perda prejudica o equilibrio da
homeostase da cartilagem, o que gera um feedback positivo da estimulacdo da ADAMTS5 por
via desses mediadores pro-inflamatérios (IL1B e TNF-a), os quais inativam SOX9 e perpetuam a
acdo da ADAMTSS5, que em resposta estimula a acdo de IL-1beta (linhas vermelhas e pretas
tracejadas) o que contribui para o aumento da degradacdo do agrecan. Abreviaturas: OA,
osteoartrite; miRNA-140, microRNA-140; ADAMTS5, Desintegrina e Metaloprotease com padréo
de Trombospondina; HDAC4, gene da Histona Desacetilase; IGFBP, Proteina de ligacdo do
Fator de Crescimento tipo Insulina; BMP2, Proteina Morfogenética Ossea 2; DNPEP, gene da
Aspartil Aminopeptidase; SP1, Proteina especifica 1 — fator de transcricdo da BMP; SOX9, Fator
de Transcricdo SRYbox9; MMP-13, Metaloproteinase 13; IL-18, Interleucina 1 beta ; TNF-a, Fator

de Necrose Tumoral alfa; IRAK1, Quinase 1 associada ao Receptor de IL-1; TRAF6, Receptor 6
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associado a TNF; 3'UTR, Untranslated Region extremidade 3. Adaptado de: MIYAKI, Shigeru;
ASAHARA, Hiroshi. Macro view of microRNA function in osteoarthritis. Nature Reviews
Rheumatology, v. 8, n. 9, p. 543, 2012; BUDD, Emma. MicroRNAs in osteoarthritis and
chondrogenesis. 2016. Tese de Doutorado. University of Southampton.

1.3.Justificativa

Tendo em vista o potencial terapéutico das eqSMMSC na OA equina, bem
como os diversos estudos ja desenvolvidos, relacionados a agao paracrina das
MSCs, a capacidade terapéutica dessas células pode ser explorada com a
utilizacdo das VEs por elas secretadas como carreadoras de microRNAs
especificos, que atuem na homeostase articular e na condrogénese. Desta
forma, pode-se conjecturar uma potencial terapia génica, em que a medicina
individualizada estara mais embasada e difundida. Além disso, ressalta-se
também a possibilidade de proje¢éo para a medicina humana, em que a atuagao
e expressao do miRNA-140 no ambiente articular (tecido-especifico) ocorre da
mesma forma, assim contribuindo para a medicina translacional e o estado da

arte da OA multiespécies.

1.4.Hipotese

As eqSMMSC sédo capazes de secretar vesiculas extracelulares
expressando eca-mir-140-5p (microRNA-140 e eca - equus caballus). A
expressao de miRNA-140 é ainda favorecida apds organizagéo tridimensional
das eqSMMSC em cépsulas de hidrogel de alginato (mesmo quando submetidas

ao cultivo com meio mimetizando o ambiente inflamatério da osteoartrite (Figura

6)).
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FIGURA 6. Hipotese experimental. Cultivo em monocamada de células tronco mesenquimais
derivadas de membrana sinovial (eqSMMSC) secretando vesiculas extracelulares, “a”; cultivo de
eqSMMSC inseridas em microcapsulas de hidrogel de alginato secretando vesiculas
extracelulares, “b”; Cultivo em monocamada de egSMMSC, em meio “OA-Like” (mimetizando o
ambiente osteoartritico) e secretando vesiculas extracelulares, “c”; cultivo de eqSMMSC
inseridas em microcapsulas de hidrogel de alginato, em meio inflamatério “OA-Like” e secretando
vesiculas extracelulares, “d”. Acredita-se que as eqSMMSC sdo capazes de secretar vesiculas
extracelulares expressando eca-mir-140-5p devido a proximidade entre as eqSMMSC e os
condrdcitos no processo de embriogénese. A expressao de miRNA-140 é ainda favorecida apos
organizagdo tridimensional das eqSMMSC em microcapsulas de hidrogel de alginato.
Abreviaturas: egSMMSC, células tronco derivadas de membrana sinovial; IL-1B, Interleucina — 1
beta; TNF-a, Fator de Necrose Tumoral — alfa; ADAMTS5, Desintegrina e Metaloprotease com

padrdo de Trombospondina tipo 5.

1.5.0bjetivos

1.5.1. Objetivo Geral

O objetivo deste trabalho € caracterizar VEs secretadas por eqSMMSC e
avaliar a expressao de microRNA-140 intravesicular em dois modelos de cultivo

celular, células cultivadas em monocamada e em capsulas de hidrogel de
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alginato, bem como comparar a secregcado de VEs e a expressdo do microRNA

guando desafiadas ao ambiente de osteoartrite in vitro.

1.5.2. Objetivos especificos

a) Caracterizar as vesiculas extracelulares por analise de rastreamento de
nanoparticulas (NTA) e Microscopia Eletrénica de Transmissao (MET);

b) Avaliar a expresséo de tetraspaninas (CD9, CD63 e CD81) nas VEs;

c) Detectar e quantificar a expressao de eca-mir-140-5p nas VEs, egSMMSC
pelo método de RT-qPCR, em ambos os métodos e ambientes de cultivo;

d) Detectar e quantificar a expressdo de ADAMTS5 nas VEs pelo método de

RT-gPCR, em ambos os métodos e ambientes de cultivo.
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Capitulo 2

Este trabalho, sera submetido ao periddico Stem Cell Research & Therapy
(fator de impacto 2019 - JCR 5.116), revista indexada pela editora BioMed
Central. Guias para submissédo de artigos:

https://stemcellres.biomedcentral.com/submission-quidelines/preparing-

your-manuscript/research

https://stemcellres.biomedcentral.com/submission-quidelines/preparing-

your-manuscript#preparing+figures

2.1. Artigo Cientifico

Vesiculas extracelulares expressam microRNA-140 na regulacdo da
sinalizag&o paracrina exercida por células-tronco derivadas de membrana

sinovial equina em ambiente inflamatério in vitro

Jodo Pedro Hilbbe Pfeifer?, Célio J. da Costa Fernandes®, Gustavo Santos
Rosa?, Fernanda de Castro Stievani?, Emanuel Vitor Pereira Apolonio?, Mariana

Correa Rossi?, Willian Fernando Zambuzzi®, Ana Liz Garcia Alves?.

a Laboratério de Medicina Regenerativa, Departamento de Cirurgia Veterinaria e
Reproducéo Animal, Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade Estadual
Paulista - UNESP, Botucatu, S&o Paulo, Brasil.

b Laboratério de Biologia Celular e do Exercicio, Faculdade de Ciéncias Aplicadas,
Universidade de Campinas - UNICAMP, Limeira, S&o Paulo, Brasil.

¢ Laboratério de Bioensaios e DinAmica Celular, Departamento de Ciéncias Quimicas e
Bioldgicas, Instituto de Biologia de Botucatu, Universidade Estadual Paulista - UNESP,

Botucatu, Sao Paulo, Brasil.

e Introducéo: A funcdo paracrina das células-tronco (MSCs) € desempenhada
também pelas vesiculas extracelulares (VEs). Assim, as VEs tém impacto
funcional nas células-alvo e nos mecanismos de controle de enfermidades por

meio da entrega de microRNAs. A exemplo, na osteoartrite, em que a
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homeostase articular € regulada pelo microRNA-140, o qual sofre regulagcéo
negativa na sua expressao em comparacao a cartilagem normal. Isto se da, pelo
alvo de inibicdo do microRNA-140 que é o mRNA da enzima ADAMTS-5 que age
na clivagem no agrecan e sinaliza para outras proteinas pro-inflamatérias. O
objetivo do estudo foi isolar e caracterizar VEs secretadas por células-tronco
mesenquimais derivadas de membrana sinovial equina (eqSMMSCs) em cultivo
celular expostas a ambiente inflamatdrio in vitro, além de analisar a expressao
do microRNA-140 em VEs e células e o ADAMTS5 em VEs.

e Métodos: Quatro grupos experimentais foram definidos. Grupos controle, um
cultivo de eqSMMSCs em monocamada (2D) e um cultivo de eqSMMSCs
tridimensional (3D). Grupos expostos ao meio inflamatério, também divididos em
monocamada (2D-0A) e tridimensional (3D-OA), porém foram expostos ao meio
de cultivo simulando o ambiente inflamatorio da osteoartrite “OA-Like” (IL-1 e
TNF-a). Amostras dos meios de cultivo de todos os grupos foram coletadas ap06s
24, 72 e 120 horas de incubacao para isolamento e caracterizacdo de VEs. O
isolamento de VEs foi realizado com kit comercial pelo método de precipitacao.
J& para caracterizacao foi realizada analise de rastreamento de nanoparticulas
(NTA), Microscopia Eletrénica de Transmissdo (MET) e expressao de mRNA das
tetraspaninas CD9, CD63 e CD81. Também foi realizada a analise da expresséo
do microRNA-140 em VEs e células por RT-gPCR e do mRNA da ADAMTS5
também por RT-qPCR nas VEs. Para analise dos ensaios de expressdo do
microRNA, expressdo génica, concentracdo e tamanho das VEs, os dados
passaram por um teste de normalidade (Shapiro Wilk). Em seguida foram
realizadas multiplas comparac¢des através da analise de variancia (One-way) ou
Kruskall Wallis. Para as analises de duplas comparacdes foi aplicado Teste-T ou
Mann-Whitney. O nivel de significAncia adotado foi de 5%. A andlise de
correlacdo foi realizada pelo teste de correlacdo de Pearson, analisando os
valores do coeficiente de correlacdo de Pearson (P).

¢ Resultados: As VEs foram isoladas e caracterizadas em todos os grupos e
momentos experimentais. A expressdo do microRNA-140 nas células, o grupo
3D-0A teve maior expressao em relacdo aos demais grupos nos momentos 24
h: 2D (P = 0,0001), 3D (P < 0,0001) e 2D-OA (P < 0,0001); e 72 h: a ambos os
controles (P <0,0001) e ao 2D-OA (P <0,0001); no momento 120 h, houve maior
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expresséao do grupo 3D versus 2D-OA (P = 0,0005) e versus 3D-OA (P < 0,0001).
Ja a expressdo do microRNA-140 nas VESs, destaca-se no momento 72 h, o
grupo 3D teve maior expressao em relacdo aos demais, 2D (P < 0,0001), 2D-OA
(P < 0,0001) e 3D-OA (P <0,0001) e no momento 120 h, a maior expressao do
2D-OA em relagéao aos demais 3D (P < 0,0001), 2D (P < 0,0001) e 3D-OA (P <
0,0001). Na analise da expressdao do mMRNA ADAMTSS5, pode-se destacar o
momento 120 h, onde o grupo 3D-OA obteve maior expressao em relacdo aos
controles 2D (P = 0,0006***) e 3D (P = 0,0004***),

e Conclusédo: Os dados obtidos apontaram que o modelo e as técnicas
utilizadas foram eficazes para o isolamento e caracterizacdo das VEs e para a
identificagdo da expressédo de microRNA nos diferentes grupos e momentos. A
expressdo do microRNA-140 em resposta ao ambiente inflamatorio €
desempenhada por egSMMSCs, sendo que, em células 3D demonstrou-se ser
rapida e em VEs oriundas de células cultivadas em 2D tardia.

e Palavras-chave: exossomos, microRNA, osteoartrite, proloterapia,

nanotecnologia

Introducao

Nos dias atuais, diversos estudos ja descreveram as variadas funcoes e
acbes inerentes as ceélulas-tronco mesenquimais (MSCs), e, além, do
potencial jA conhecido, como secretoras de fatores paracrinos e diferenciacao
celular para o tecido afetado [1-3], as MSCs possuem grande capacidade
para serem utilizadas como fontes produtoras de fatores bioativos para
auxiliar na atenuacao ou reparacao de enfermidades [4-7].

Dentre 0os mecanismos exercidos pelas MSCs, a funcdo paracrina €
desempenhada também por vesiculas extracelulares (VES) que séo liberadas
pelas células no meio extracelular, estas tém sido consideradas como fontes
de transporte dos componentes funcionais da acédo paracrina das MSCs
[5,8,9]. Assim, as MSCs e suas VEs secretadas retém grande potencial como
“drug delivery” de nova geracéo, gragas a sua capacidade de encapsular
moléculas terapéuticas e ao seu tropismo fisiolégico para alcancar os locais
afetados [10].
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Relacionado ao contetdo transportado das VEs estdo os microRNAS,
considerados pequenos RNAs nao codificantes enddgenos, que tém intima
funcdo na expressao de diversos genes a fim de manter a regulacao celular
em homeostase [11]. Exemplificando, como as células utilizam as VEs para
transporte de microRNAs e assim atuam na comunicag¢ao celular, estes
manifestam efeitos de interferéncia nos MRNAs das células receptoras
[12,13]. Isto significa, que as VEs tém impacto funcional nas células-alvo e por
consequéncia em mecanismos de controle de enfermidades por meio da
entrega de microRNAs, tanto em humanos, quanto em equinos [5,6,14].

Na face das enfermidades musculoesqueléticas, as descobertas cientificas
nos modelos experimentais animais além de serem utilizadas nos proprios
animais, podem ser projetadas de um modo translacional para a medicina
humana. Uma vez que equinos [15] e ovinos sao considerados modelos
experimentais ortopédicos para as enfermidades musculoesqueléticas de
humanos, principalmente quando relacionado a osteoartrite (OA), devido a
ocorréncia natural desta enfermidade nestas espécies [16,17].

O desenvolvimento da OA é multifatorial e de grande ocorréncia nas
espécies humana e equina [18]. No ambito molecular, quando o ambiente de
OA esta instalado, alguns microRNAs, como o microRNA-140, sofrem
regulacao negativa, tornando o microambiente articular propicio a progressao
e perpetuacao desta enfermidade [11,19,20].

O microRNA-140 tem funcdo direta na manutengcdo da homeostase
articular [21], sendo que sua expressao e funcédo séo tecido-especifica em
diferentes espécies, como equinos, humanos e camundongos [22—-26]. No
microambiente osteoartritico, 0 microRNA-140 tem regulagdo negativa
significativa na sua expressao em comparagao a cartilagem normal [22,27],
dado o aumento da expresséo do seu mRNA alvo a ADAMTS5 [28].

ADAMTS5 é o gene (MmRNA) precursor para sintese da enzima
agrecanase-2 ou ADAMTS-5 (tipo de desintegrina e metaloprotease [do tipo
reprolisina] com padrao de trombospondina - familia das agrecanases e
metaloproteinases), esta promove sinalizacdo para outras enzimas e
proteinas inflamatorias, como a IL-14, que contribuem para degradac¢ao da

cartilagem articular [29,30]. Tal enzima age, especificamente na clivagem do



134
135
136
137
138
139
140
141
142
143
144
145
146
147
148
149
150
151
152
153
154
155
156
157
158
159
160
161
162
163
164
165
166

54

agrecan, o qual tem como fungédo manter as ligagdes da rede de colageno que
formam a matriz extracelular da cartilagem, e assim induzem a regulacao
anomala da homeostase articular [31].

A exemplo da regulagao do microRNA-140 na OA, no estudo de Miyaki e
colaboradores (2009) foi demonstrado a regulacdo negativa dos niveis de
microRNA-140 apds o tratamento de condrdcitos com IL-13, este tratamento
também induziu a regulagédo positiva da expressao génica de ADAMTSS.
Também foi demonstrado neste estudo que a transfec¢gao de microRNA-140
em condrécitos é capaz de suprimir a expressao de ADAMTS5 induzida por
IL-18 e aumentar a expressao de agrecan [22].

Assim, sugere-se que o0 miRNA-140 tenha como alvo direto a ADAMTSS,
possuindo, dentre outras fung¢des na cartilagem articular, regular os niveis de
ADAMTSS5 com a finalidade de obter um papel protetivo da cartilagem
[26,28,32-35].

Somada as fungbBes ja conhecidas das MSCs, a biotecnologia de
encapsulamento celular pode ser incorporada a terapia da OA a fim de
explorar este potencial das MSCs. O arcabouco ou scaffold de hidrogel de
alginato proporciona um ambiente tridimensional para as MSCs, que mimetiza
a matriz bioldgica natural para melhor fungéo e proliferacéo celular [36]. Outro
papel importante do hidrogel de alginato verificado € a influéncia na inducéo
da diferenciacédo condrogénica em células-tronco mesenquimais derivadas de
membrana sinovial equina (eqSMMSC) [36,37].

Visando utilizar-se de biotecnologias aplicaveis a diferentes espécies, o
objetivo deste estudo foi caracterizar VEs secretadas por eqSMMSCs e
avaliar a expressao de microRNA-140 transportado nas VEs em dois modelos
de cultivo celular, além de comparar a secre¢do de VEs e a expressao do

microRNA quando expostas ao ambiente de osteoartrite in vitro.
Métodos
Este estudo foi conduzido conforme as diretrizes da Comissdo de Etica e

Utilizacdo Animal (CEUA) da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,

Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” e aprovado sob
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protocolo 0187/2019. Bem como seguiu as recomendacdes para estudos com

VESs, segundo a Sociedade Internacional de Vesiculas Extracelulares [38].

Desenho Experimental

Foram definidos quatro grupos experimentais, sendo dois grupos-controle
e dois expostos ao meio inflamatorio. Os grupos-controle foram formados por
um cultivo de egSMMSCs em monocamada (2D), e um cultivo de eqSMMSCs
inseridas em capsulas de hidrogel de alginato (3D), submetidos ao meio de
cultivo convencional. Ja os dois grupos subsequentes, expostos ao meio
inflamatorio, foram expostos ao meio de cultivo simulando o ambiente
inflamatério da osteoartrite, aqui denominado de “OA-Like” (suplementado
com IL-18 e TNF-a). O terceiro grupo consistiu em cultivo de eqSMMSCs em
monocamada (2D-OA), e o quarto grupo foi definido pelo cultivo de
egSMMSCs inseridas em cépsulas de hidrogel de alginato (3D-OA).

As eqSMMSCs foram plaqueadas e cultivadas em monocamada até
atingirem 80% de confluéncia. As eqSMMSCs do cultivo tridimensional foram
inseridas nas capsulas e passaram por um periodo de adaptacdo de 12 h. Os
meios dos respectivos grupos foram inseridos imediatamente apds este
periodo.

Amostras dos meios de cultivo de todos os grupos foram coletadas apos
24, 72 e 120 horas de incubacdo. ApoOs coleta do meio, foi realizado
processamento de isolamento das VES, armazenamento de meio
condicionado e processamento das células para analises subsequentes
(Figura 1).
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FIGURA 1. Desenho de estudo. Os cultivos de células-tronco mesenquimais derivadas de
membrana sinovial (eqSMMSC) foram divididos em quatro grupos. Grupo 2D e Grupo 3D
submetidos ao meio convencional; Grupo 2D-OA e Grupo 3D-OA submetidos ao meio
inflamatorio (10 ng/mL de IL-18 e 0,25 ng/mL de TNF-a). Os tempos experimentais definidos
foram 24, 72 e 120 horas para isolamento de vesiculas extracelulares (VEs). As VEs foram
caracterizadas quanto a morfologia, tamanho e concentracdo e expressdo de tetraspaninas.
E foi realizada a analise da expressao do microRNA-140 nas eqSMMSCs e VEs e expressao
de ADAMTSS nas VEs.

Deplecédo das Vesiculas Extracelulares no Soro Fetal Bovino e na

Solugéo Tampéo

O SFB (#12657029, Gibco, Grand Island, NY, USA) foi filtrado (0,22 um) e
ultracentrifugado, a fim de retirar as VES presentes na composi¢do do mesmo.
Para tal, foi utilizada uma ultracentrifuga Sorvall Ultra Pro 80 (DuPont,
Wilmington, DE, USA), com o rotor T865 Sorvall (DuPont, Wilmington, DE,
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EUA) para tubos de 30 mL. O protocolo utilizado foi de 30.000 x g, overnight,
a 4°C. Apos a ultracentrifugacao o SFB livre de VEs (denominado SFBvefree,
a fim de facilitar o texto), foi congelado em freezer -20°C para posterior

utilizacao.

Encapsulacéo das eqSMMSCs e Cultivo Experimental

As eqSMMSCs cultivadas em monocamada para encapsulamento foram
tripsinizadas (#25200072. Trypsin-EDTA 0,25%, Gibco, Grand Island, NY,
EUA) contadas e lavadas com PBS 7,4 pH para retirar resquicios de tripsina.
Apos, as egSMMSCs na concentracéo de 7,2x10°8 foram ressuspendidas em
1 mL de alginato sédico 1,5% (#W201502. Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO,
EUA). Deste volume, foram retirados 0,84 mL com aproximadamente 5x10°
células em uma seringa de 10 mL e acoplada a uma bomba de infusédo. As
capsulas foram solidificadas em Cloreto de Calcio (CaClz) 1,2M por 20
minutos, e assim perfazendo um total de 100 capsulas, cada uma contendo
5x10% células.

Apbs a confeccao das cdpsulas, estas foram inseridas nos pocos de cultivo
de uma placa de seis pogos, 05 capsulas por poco, totalizando 2,5x10° células
por poco, de acordo com cada grupo e momento experimental.

Todas as células dos grupos experimentais foram lavadas com PBS pH 7,4,
a fim de retirar os resquicios de meio convencional (2D e 2D-OA) e CaClz (3D
e 3D-OA), e passaram por um periodo de adaptacdo ao meio de cultivo por
12h, contendo DMEM-F12/Glutamax + 10% SFBvefree + 1% antibiotico-
antimicotico (penicilina + estreptomicina + anfotericina B).

Meios de cultivo utilizados na fase experimental: Grupos controles: DMEM-
F12/Glutamax + 10% SFBvefree + 1% antibidtico-antimicético (#10565018,
#12657011, #15240062, respectivamente. Gibco, Grand Island, NY, EUA).
Grupos expostos ao meio inflamatério OA-Like: DMEM-F12/Glutamax + 10%
SFBvefree + 1% antibidtico-antimicético + 10 ng/mL IL-18 [39] (#PHC0814.
Gibco, Grand Island, NY, EUA) e 0,25 ng/mL TNF- a [40] (#PHC3015L. Gibco,
Grand Island, NY, EUA).
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Isolamento das Vesiculas Extracelulares

O protocolo de isolamento das VEs foi realizado conforme o indicado pelo
fabricante do kit de isolamento: Total Exosome Isolation (from cell culture
media) (#44783559, Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA).

As amostras de meio foram centrifugadas a 2.000 x g / 30 min. / 4°C. Apés,
0s sobrenadantes foram aliquotados em novos tubos (RNase free) e
adicionado a proporcao de 0,5:1 mL de kit de isolamento. As amostras foram
homogeneizadas em vortex e incubadas overnight a 4°C em placa de
agitacao.

Apos o periodo de overnight, as amostras foram centrifugadas a 10.000 x
g/ 1 h [/ 4°C. Subsequente a centrifugagdo, os sobrenadantes foram
descartados e as VEs — pequeno pellet formado — foram ressuspendidas em
200 uL de PBS. Apds homogeneizagéo, as amostras foram criopreservadas

em freezer -80°C para posterior analise.

Caracterizacdo Vesiculas Extracelulares

As VEs foram caracterizadas conforme morfologia, concentracdo/tamanho
e expresséo de tetraspaninas. Para a Microscopia Eletronica de Transmissao
(MET), as amostras e VEs foram fixadas em grades de niquel [41] e foi
utilizado Microscépio Eletrdnico de Transmissdo Philips CM200, 160 kV,
filamento LaB6. A concentracdo e tamanho médio de VEs, foi determinada
pela analise de rastreamento de nanoparticulas (NTA) com o equipamento
NanoSight (NS300, Malvern Panalytical, Inglaterra). Ja a expressdo das
tetraspaninas CD9, CD63 e CD81, foi analisada por RT-gPCR descrito na

secao expressao génica.
Expressdo de microRNA
Para a analise quantitativa da expressao de microRNA-140 em VEs e em

eqSMMSCs, foi realizado ensaio de RT-gPCR e todos os processos foram

realizados seguindo as instrucbes dos fabricantes. A extracdo total do
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microRNA foi realizada com miRNeasy Mini kit (#217004, Qiagen,
Germantown, MD, USA). Para realizar o ensaio de RT-gPCR, foi preparada a
transcricao reversa cDNA de cada amostra com TagMan MicroRNA Assay
Reverse Transcription kit (#4366596, Applied Biosystems, Foster City, CA,
USA), e para deteccdo do miRNA-140 foi preparado o mix de reagcdo com
TagMan Fast Advanced Master Mix (#4444556, Applied Biosystems, Foster
City, CA, USA) adicionado da sonda TagMan microRNA Assay (mmu-mir-140-
5p, sequéncia comercial homoéloga a sequéncia do microRNA-140 equino,
eca-mir-140-5p [24], confirmado pelo mirbase.org) (#assaylD001187, Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA). O gene U6 snRNA TagMan microRNA
Assay (#assaylD001973, Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), foi
utilizado como controle interno para normalizacdo das diferencas entre cada
amostra e os dados obtidos analisados pelo método 224Ct [42]. Todos os
passos foram realizados utilizando o equipamento QuantStudio 3 (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA).

Expressao Génica

Para andlise quantitativa da expressdo génica das tetraspaninas CD?9,
CD63, CD81 e da enzima ADAMTS-5 nas VEs, foi realizado ensaio de RT-
gPCR em pool das triplicatas biolégicas de cada grupo e nos respectivos
momentos. Os primers utlizados foram sintetizados pela Exxtend
Biotecnologia (Paulinia, SP, BRA) e estdo descritos na Tabela 1. Para o
ensaio de RT-PCR foi realizada a extragao total de RNA das VEs utilizando
Qiazol do miRNeasy Mini kit (#217004, Qiagen, Germantown, MD, USA). Para
realizar o ensaio de RT-gPCR foi preparada a transcri¢cao reversa cDNA com
High-Capacity cDNA reverse transcription kit (#4368813 Applied Biosystems,
Foster City, CA, USA).

O gene GAPDH foi utilizado como controle interno para normalizacdo das
diferencas entre cada amostra, e os dados obtidos foram analisados pelo
método 224Ct [42]. Todos os passos foram realizados utlizando o
equipamento de RT-gPCR QuantStudio 3 (Applied Biosystems, Foster City,
CA, USA).
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309
310 TABELA 1. Sequéncias de primers utilizados para expressao génica como alvos e controle
311 interno para normalizacdo e a condicdo dos ciclos (45) da reacdo de RT-PCR.
Gene Primer Sequencias 5'-3' Condicdes dareacéo
CD9 Forward CAAGCTTCACAACGAAGCCC
Reverse GCGCCGATGATGTGGAATTT
CD63 Forward GTTCTTCTGCTGGCCTTTTGC
Reverse CTGAGTGACATTGACGCAGC
CcD81 Forward CCTGCCTGGTGATCCTGTTT 95°C - 03s; 55°C - 08s;
Reverse GGCGATCTGGTCCTTGTTGA 72°C - 20s.
ADAMTS5 Forward TAGAGGCATGGCTTGTCGTG
Reverse AAGGTGTGGTAGAAGGCGTG
GAPDH Forward TCAGCCATCGCCAAGATTGT
Reverse CCCGACGTCTTCCTCAAACA
312
313 Anédlise Estatistica
314
315 Para analise dos ensaios de expressao do microRNA, expressdo génica,
316 concentragdo e tamanho das VEs, os dados passaram por um teste de
317 normalidade (Shapiro Wilk). Em seguida foram realizadas multiplas
318 comparacdes através da analise de variancia (One-way) ou Kruskall Wallis.
319 Para as andlises de duplas comparacdes foi aplicado Teste-T ou Mann-
320 Whitney. O nivel de significaAncia adotado para todas as analises foi de 5%. Os
321 dados apresentados em tabelas e gréaficos estdo representados como
322 a médiazSEM.
323 A andlise de correlacdo dos valores obtidos a partir do microRNA das
324 células e vesiculas extracelulares foi realizada pelo teste de correlagdo de
325 Pearson, analisando os valores do coeficiente de correlacdo de Pearson (P),
326 seguido de uma regressao linear, de avaliacdo da qualidade do ajuste pela
327 obtencao do R quadrado.
328 Na descri¢éo dos valores de P nas legendas das figuras, entende-se que:
329 P < 0,05%, P <£0,01**, P < 0,001*** e P < 0,0001****. Os valores absolutos
330 estdo descritos no corpo do texto.
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Os gréficos, as andlises descritivas, bem como as comparac¢des foram
realizadas pelo software GraphPad Prism v.9 (GraphPad, San Diego, CA,
USA).

Resultados

Caracteristicas morfolégicas das eqSMMSCs em cultivo

Durante a fase experimental de cultivo celular, pdde-se observar expressiva
alteracao entre os cultivos celulares (Figura 2). No grupo 2D, em todos 0s
momentos as células mantiveram-se em morfologia tipo fibroblastoide e em
alta confluéncia. Em contrapartida, as células do grupo 2D-OA, apresentaram
perda da morfologia fibroblastoide com retracao das protrusdes de filopodes
apos 24 h, tornando-se cuboides com confluéncia diminuida nos momentos
subsequentes, indicando morte celular. JA& no grupo 3D as células
permaneceram dentro das capsulas de hidrogel apds 24 h, apresentando
migracao para a placa e morfologia fibrolastoide, enquanto em 120 h verificou-
se alta migracao e/ou proliferacédo das células ja aderidas a placa. Comparado
ao 3D e também ao 2D-OA, o grupo 3D-OA apresentou comportamento
semelhante ao seu grupo controle 3D em todos os momentos, e com maior
confluéncia de células que migraram e/ou proliferam. Quando comparado ao
grupo 2D-OA, os cultivos celulares dos demais grupos néo apresentaram o

mesmo sofrimento celular como o apresentado no grupo 2D-OA.
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2D 3D 2D-OA 3D-OA

FIGURA 2. Comparacdo entre os cultivos nos respectivos momentos de coleta de meio
condicionado. a-d 24 h, e-h 72 h e i-l 120 h. As setas verdes em a, c, e, apontam eqSMMSCs
com morfologia tipo fibroblastoide. As setas pretas em b, d, f, g, h, j, | indicam a borda da
capsula de hidrogel de alginato. Setas amarelas apontam células com morfologia
fibroblastoide que migraram para placa em b-d, e em f, g, h, j, | células que migraram e/ou
proliferaram aderidas a placa, bem como eqgSMMSCs aderidas sob a cépsula. As setas
brancas em i e k indicam areas de eqSMMSCs repelidas, dada a alta confluéncia. As cabecas
de setas pretas apontam células com perda da morfologia fibroblastoide em g e k. Aumento

de 5X e as barras representam 200 pum.

Isolamento das Vesiculas Extracelulares

O método utilizado para isolar VEs por precipitacdo (polietilenoglicol) com
kit comercial possibilitou obter VEs de todos os grupos e momentos de cultivo,
conforme observado na MET (Figura 3). Na analise de rastreamento de
nanoparticulas (Figura 4c), os dados obtidos relativos a concentracao
(particulas por mL e particulas por frame) e tamanho das VEs estédo
apresentados por média * erro padrdo da média (médiatSEM) na Tabela 2.

Também, na analise estatistica da diferenca da concentracdo de particulas /
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mL e tamanho em nanOmetros (nm) entre grupos, pode-se observar que
houve variacdo nos diferentes momentos e entre os modelos de cultivos.

A concentragao de VEs (Figura 4a) nas primeiras 24 h foi superior nos
grupos tridimensionais, porém houve diferenca significativa apenas entre os
grupos bidimensionais 2D e 2D-OA (P = 0,0089**). Também houve diferenca
significativa entre os grupos expostos ao meio inflamatério 3D-OA e 2D-OA
(P =0,0118%).

Apés 72 h, os grupos-controle tiveram as suas concentracfes de VEs
reduzidas em relacdo aos grupos expostos ao meio inflamatorio, sendo o
grupo 3D-OA de maior concentracdo frente aos demais e apresentando
valores significativos, 2D (P = 0,0097**), 3D (P = 0,0005***) e 2D-OA (P =
0,0225%).

No ultimo momento experimental, 120 h, houve aumento da concentracao
de VEs do grupo controle 2D em relacdo ao momento anterior, com diferenca
para o grupo controle 3D (P = 0,0007***); jA o grupo 3D-OA obteve maior
concentragédo de VEs neste momento do que os demais grupos e em todos
0s momentos, com diferenca significativa para com 0s grupos expostos ao
meio inflamatério 2D (P = 0,0002***) e aproximadamente o dobro que 3D (P
< 0,0001 %),

Na comparacao entre tamanhos de VEs nos diferentes grupos e momentos
(Figura 4b), pode-se verificar que ao longo do periodo experimental o tamanho
médio de VEs foi superior nos grupos controle em relacdo aos expostos ao
meio inflamatério. Apenas no momento inicial, 24 h, o grupo 2D-OA foi
superior aos grupos 3D (P = 0,0063**) e 3D-OA (P = 0,0240%*), também houve
diferenca entre os grupos 3D e 3D-OA com P =0,0321. No momento seguinte,
72 h, o grupo 2D apresentou aumento do tamanho médio de VEs em relacéo
aos demais com diferencas significativas (3D P = 0,0113* 2D-OA P =
0,0071**; 3D-OA P = 0,0019**).

Ao final do periodo experimental, 120 h, houve as maiores diferencas
entres 0s grupos, sendo que o grupo controle 2D manteve o maior tamanho
de VEs frente aos demais (3D P = 0,0185*; 2D-OA P = 0,0011**; 3D-OA P =
0,0003***). O grupo 3D apresentou diferenga entre os grupos 2D-OA (P =
0,0248*) e 3D-OA (P = 0,0019**); e entre 0S grupos expostos ao meio
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inflamatdrio o grupo 2D-OA apresentou maior tamanho de VEs do que 3D-OA
(P = 0,0001***), neste momento o grupo 3D-OA apresentou 0 menor tamanho

de VEs entre 0s grupos.

VEs 2D VEs 3D ~ VEs 2D-O0A

FIGURA 3. Microscopia Eletrbnica de Transmissdo. As imagens representadas

correspondem a-d: 24 h, e-h: 72 h, i-1: 120 h. Pode-se observar VEs em todos os momentos
experimentais. As cabecas de setas amarelas apontam pequenas VEs. Também € possivel
observar a dupla camada lipidica em VEs em a, d, g, h, k, |. Todas as escalas estdo em 100

nm.

VEs 3D-0A
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427 TABELA 2. Andlise de rastreamento de nanoparticulas (NTA), da concentragdo média de
428 particulas por mL, particulas por frame e tamanho médio das VEs nos diferentes grupos e
429  modelos de cultivo. Dados apresentados em médiazSEM.
Concentragéo Tamanho (nm)
Particulas / mL Particulas / frame
24 h 72 h 120 h 24 h 72 h 120 h 24 h 72 h 120 h
1,24E+1145,13 9,03E+10+9,73 1,27E+11+1,45
2D E+09 E+09 E+09 62,97+2,54 45,77+4,88 75,12+6,8 181+10 272+9,64 268+9,27
3p  LOAETLIEIE+ O35E+10:3,78 8,24E+10t4.4E  o3,,045 47,43+1,93 41,83:2,23 160+0,65 198+13,6 219+8,71
09 E+09 +09
8,14E+10+7,33 1,03E+11+9,02 8,64E+10+7,03
2D-OA E+09 E+10 E+09 41,3+3,72 52,2+45 59,17+7,97 214+8,71 196,1+11,6 188%2,09
1,46E+11+1,28 1,36E+11+1,53 1,79E+11+3,93
3D-0OA E+10 E+09 E+09 74,13+6,43 69,03+0,71 91,03x2 175#4,41 167+10,8 155+1,01
430
431

432
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FIGURA 4. Andlise da concentracéo e tamanho médios de VEs pelo NTA. Em a observa-

se as diferencas de concentracdo de particulas dentre os grupos nos momentos

experimentais. Em 24 h, observar-se diferenca de concentracdo de VEs entre os grupos 2D
vs. 2D-OA** e entre 3D-OA vs. 2D-OA*; em 72 h, o grupo 3D-OA apresentou diferenca para
0s demais grupos (2D**; 3D***; 2D-OA*); em 120 h houve diferenca entre 2D vs. 3D***, 3D-

OA vs. 2D*** e 3D-OA vs. 3D****  Em b esta apresentada as diferencas de tamanho de VEs
entre 0s grupos. Em 24 h, houve diferenga entre 3D-OA vs. 3D*, 2D-OA vs. 3D** e 2D-OA vs.
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3D-OA*; em 72 h, o grupo 2D apresentou diferencas com os demais grupos (3D*; 2D-OA**;
3D-OA**); em 120 h, manteve-se a diferenca do grupo 2D com os demais grupos (3D*, 2D-
OA** 3D-OA***), e 0 grupo 3D obteve diferenca comparado ao 2D-OA* e 3D-OA**, também
houve diferenca entre 2D-OA vs. 3D-OA***, Em c, pode-se observar os graficos do NTA das
concentracdes e tamanhos médios de VES entre 0s grupos nos trés momentos experimentais.
Valores de P: P < 0,05*, P <0,01**, P <0,001*** e P < 0,0001****,

Caracterizacao por Expresséao Génica das VEs

A expresséo relativa de mRNA das tetraspaninas CD9, CD63 e CD81
versus controle de normalizacdo (GAPDH) nas VEs foi observada em todos
0S grupos e nos diferentes momentos, permitindo a caracterizagéo de VEs.
No entanto, esta expressao variou entre 0s grupos e os momentos (Figura 5),
indicando que as VEs apresentaram o mMRNA para as tetraspaninas
analisadas e ndo necessariamente as proteinas de membrana expressas.

Nas primeiras 24 h pode-se observar a maior expressdo de CD9 em 3D-
OA em relagdo aos outros grupos, sendo 69 vezes mais expresso que 2D (P
= 0,0001***), 59,7 vezes mais expresso que 3D (P = 0,0003***) e 56,5 vezes
em relacdo ao também grupo exposto ao meio inflamatério 2D-OA (P =
0,0005***). No momento 72 h ndo houve diferenca da expressao de CD9 entre
0S grupos. Do mesmo modo, no momento 120 h, o grupo 2D manteve a
expresséo de CD9, enquanto os outros grupos diminuiram esta expressao.

As diferencgas observadas foram entre 2D e os demais grupos, que foi 0,98
vezes superior ao grupo 3D (P = 0,0004***), 0,9 vezes superior ao 2D-OA (P
= 0,0006***) e com menor diferenca, mas ainda significativa, de 0,4 vezes ao
3D-OA (P =0,0396%).

Quando avaliada a expressao de CD63 nas VESs, nas primeiras 24 h péde-
se observar maior expressao em 2D, o qual apresentou o dobro da expressao
do grupo exposto ao meio inflamatério 2D-OA (P = 0,0292%*), além disso, entre
0s grupos tridimensionais, 3D-OA e 3D, observou-se maior expressao no
grupo 3D-OA, porém, nao foi significativa. Em seguida, no momento 72 h a
expressao de CD63 manteve-se a mesma em 2D, ja 0s demais grupos tiveram
reducédo aproximada de 0,8 vezes da expressao de CD63 em relagéo ao grupo
2D, sendo 3D (P = 0,0260%), 2D-OA (P = 0,0372*) e 3D-OA (P = 0,0348%*).
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Entretanto, houve uma inversao da expressao relativa de CD63 no momento
120 h, com aumento da expressdo de CD63 no grupo 3D-OA, sendo
aproximadamente nove vezes superior (P < 0,0001****) em relacdo aos
demais grupos, os quais reduziram as suas expressdes de CD63 em relacéo
aos momentos anteriores.

Na avaliacdo do CD81, nas primeiras 24 h a expresséao foi maior nos grupos
expostos ao meio inflamatério em relagéo aos grupos controles, 2D-OA foi 3,6
vezes superior ao 2D (P = 0,0071**) e quatro vezes maior que o grupo 3D (P
= 0,0035**), j& o grupo 3D-OA foi 9,5 vezes maior que o grupo 3D (P <
0,0001****) e nove vezes em relacdo ao 2D (P < 0,0001****) e entre ambos 0s
grupos expostos ao meio inflamatério, o grupo 3D-OA foi 5,4 vezes superior
ao 2D-OA (P = 0,0006***). A partir do momento 72 h ha o aumento da
expressdo de CD81 nos grupos controles e a reducdo nos grupos expostos
ao meio inflamatdrio, sendo o grupo 2D aproximadamente o dobro do grupo
exposto ao meio inflamatério 2D-OA (P = 0,0025**) e 3D-OA (P = 0,0042**),
e o grupo controle 3D foi 0,6 vez superior ao 2D-OA (P = 0,0451). No ultimo
momento, 120 h, a expressdo de CD81 em 2D se manteve superior em
relagdo aos demais grupos, sendo 0,6 vez maior do que 3D (P = 0,0019**),
0,8 vez superior ao 2D-OA (P = 0,0003***) e aproximadamente 0,5 vez maior
que o grupo 3D-OA (P = 0,0112*), também neste momento nota-se elevacao
dos niveis de expressdo dos grupos expostos ao meio inflamatério, sendo o
grupo 3D-OA 0,3 vez superior ao 2D-OA (P = 0,0455%).
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FIGURA 5. Caracterizacdo das VEs pela expressdo génica relativa das tetraspaninas CD9,
CD63 e CD81 com o gene GAPDH para normalizacdo. Em a, a expressdo de CD9 nas
primeiras 24 h o grupo 3D-OA foi maior em relacdo aos demais grupos (2D***, 3D*** e 2D-
OA***): em 120 h, foi observada diferenca entre 2D e os demais grupos (3D***, 2D-OA***, 3D-
OAY), e diferenca entre 3D-OA vs. 3D* e 3D-OA vs. 2D-OA*. Em b, foi observada diferenca
na expressdo de CD63 em 24 h entre 2D vs. 2D-OA*; em 72 h a expresséo de CD63 manteve-
se em 2D com diferengas aos grupos 3D*, 2D-OA* e 3D-OA*; em120 h, houve aumento da
expressdo de CD63 no grupo 3D-OA em relacdo aos demais (****). Em c, a expressao de
CD81 nas primeiras 24 h apresentou-se da seguinte maneira: 2D-OA vs. 2D**, 2D-OA vs.
3D**, 3D-0OA vs. 3D**** 3D-OA vs. 2D**** 3D-OA vs. 2D-OA***; em 72 h houve aumento da
expressao nos grupos controles em relagdo aos grupos expostos ao meio inflamatério, 2D vs.
2D-OA**, 2D vs. 3D-OA** e entre 3D vs. 2D-OA*; em 120 h, o grupo 2D apresentou diferenca
para os demais grupos: 3D**, 2D-OA*** e 3D-OA*, além da diferenca 3D-OA vs. 2D-OA*.
Valores de P: P <0,05*, P <0,01**, P < 0,001 e P <0,0001™****.
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Sinalizagcao da Express&o do microRNA-140 entre eqSMMSC e VEs

A sinalizagdo paracrina da expressdo do microRNA-140 entre as
egSMMSCs e VEs pbde ser observada em todos os grupos e em diferentes
niveis entre 0s momentos experimentais, com destaque para expressao
relativa do microRNA-140 nos grupos 3D, 3D-OA e 2D-OA. A expresséo do
microRNA-140 nas eqSMMSCs variou ao longo do periodo experimental, com
expressdo nove vezes maior do grupo 3D-OA em relacdo aos grupos
controles 2D (P =0,0001) e 3D (P < 0,0001) e 8,5 vezes em relagc&o do grupo
exposto ao meio inflamatorio 2D-OA (P < 0,0001) nas primeiras 24 h.

Esta relagcdo de maior expresséo do grupo 3D-OA com os demais grupos
se manteve no momento seguinte, 72 h, sendo 13,5 vezes superior a ambos
os controles (P < 0,0001) e 14 vezes ao 2D-OA (P < 0,0001).

Porém, no momento 120 h, houve diminuicdo da expressao em todos 0s
grupos, com elevada expressao do grupo 3D em relagdo aos demais, sendo
1,6 vezes maior ao grupo controle 2D (P = 0,0014), e em relagdo aos grupos
expostos ao meio inflamataério foi 1,8 vezes ao 2D-OA (P =0,0005) e 2,2 vezes
ao 3D-OA (P < 0,0001), o qual teve a menor expresséo dentre todos 0s grupos
neste momento (Figura 6a).

A expresséo relativa do microRNA-140 nas VEs se mostrou diferente da
expressao celular, com variacdo entre 0S grupos e nos momentos
experimentais. A expressao foi menor nas VEs em comparacao as células nas
24 h iniciais, entre 0s grupos, a menor expressao foi no grupo controle 3D,
sendo 0,7 vezes menor em relagéo aos grupos 2D (P =0,0174) e 2D-OA (P =
0,0187). No momento seguinte, 72 h, os grupos 2D e 2D-OA tiveram sultil
elevacao da expressao do microRNA-140 e reduc¢éo no grupo 3D-OA, porém,
0 grupo 3D teve aumento significativo da expressdo em relacdo aos demais,
sendo 11,9 vezes maior do que 2D (P < 0,0001), 12 vezes superior ao grupo
exposto ao meio inflamatoério 2D-OA (P < 0,0001) e 12,7 vezes que 0 grupo
3D-0OA (P < 0,0001). J& no momento final, 120 h, houve novamente alteracao
da expressao do microRNA-140 entre os grupos, com reducao da expressao
no grupo controle 3D e aumento significativo da expressdo no grupo exposto

ao meio inflamatério 2D-OA, sendo este 15,2 vezes superior ao 3D (P <
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0,0001), comparado ao seu grupo controle 2D foi 19,5 vezes superior (P <
0,0001) e em relacdo ao também grupo exposto ao meio inflamatorio 3D-OA
sendo 19,7 vezes superior (P <0,0001), o qual teve a menor expressao dentre
os grupos (Figura 6b).

Os dados da expressdo do microRNA-140 entre as egSMMSCs e VEs dos
respectivos grupos e nos diferentes momentos foram analisados, utilizando-
se o coeficiente de correlacdo de Pearson (P) (Figura 7). No momento 24 h
houve correlacdo negativa dos valores de expressdo do microRNA-140,
sendo inversamente proporcional entre os grupos 2D (VEs versus Células P -
0,851), 3D (VEs versus Ceélulas P -0,958), 2D-OA (VEs versus Células P -
0,823). J& nos demais grupos e momentos, apenas verificou-se a correlagéo
positiva do grupo 3D-OA no momento 72 h e 120 h (P 0,616 e P 0,791,
respectivamente), podendo-se observar a reducao da expressdao do micro-

RNA-140 em células e VEs deste grupo em ambos 0s momentos.
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expressdo nas eqSMMSCs, em 24 h, a expresséo foi superior no grupo 3D-OA em relagéo
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Expresséo génica de ADAMTSS nas VEs

Na analise de expressao relativa do gene ADAMTS5 em VESs, pode-se
observar a expressao inicial nos grupos controle e uma baixa expressédo no
grupo exposto ao meio inflamatério 3D. Esta expressédo foi alterada nos
momentos seguintes em que 0S grupos expostos ao meio inflamatoério
elevaram as expressdoes de ADAMTS5, enquanto 0S grupos controle
reduziram esta expressao a niveis baixos.

No momento inicial, 24 h, onde o0s grupos controles tiveram maior
expressdo em relacdo aos demais, esta diferenca foi aproximadamente o
dobro entre os grupos 2D e 2D-OA (P = 0,0362*) e entre 3D e 2D-OA (P =
0,0298%).

Apds, no momento seguinte, 72 h, a expressao de ADAMTS5 manteve-se
em 2D, mas observou-se reducdo em 3D e expressivo aumento no grupo
exposto ao meio inflamatério 3D-OA, o qual foi 2 vezes superior ao grupo 3D
(P =0,0051**) e 2,3 vezes ao também grupo exposto ao meio inflamatorio 2D-
OA (P =0,0027**).

No ultimo momento experimental, 120 h, houve reducéo da expressao nos
grupos controles e acentuado aumento nos grupos expostos ao meio
inflamatério, sendo o grupo 3D-OA superior aos demais e discreta
superioridade do grupo 2D-OA em relacdo aos controles; neste momento, o
grupo 3D-OA foi 6,4 vezes superior ao também grupo exposto ao meio
inflamatorio 2D-OA (P = 0,0136%*), 10,5 vezes em relacdo ao grupo 2D (P =
0,0006***) e obteve 11 vezes maior expressédo em relagéo ao grupo 3D (P =
0,0004***),
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FIGURA 8. Analise da expresséo génica relativa da ADAMTS5 em VEs. Nas 24 h iniciais ha
maior expressao nos grupos controles em relagdo aos grupos expostos ao meio inflamatario,
sendo 2D vs. 2D-OA* e 3D vs. 2D-OA*; em 72 h, houve importante aumento da expressao no
grupo exposto ao meio inflamatério 3D-OA em relacdo ao grupo 3D** e ao grupo 2D-OA**;
em 120 h, o grupo 3D-OA foi superior ao grupo 2D-OA* e teve expressiva superioridade em
relacdo ao grupo 2D*** e 3D***, Valores de P: P < 0,05%, P < 0,01**, P < 0,001*** e P <
0,0001%***,

Discussao

Muitos fatores estdo envolvidos na analise da liberagcdo de VEs e a carga
gue estao transportando durante a sinalizacdo paracrina. Como exemplo, sdo
citados o ambiente, o meio e 0 modelo de cultivo celular (2D ou 3D).

Visto que o grupo de células 3D-OA ndo demonstrou sofrimento celular, ou
seja, as células ndo apresentaram alteracdo de metabolismo, morfologia e
reducédo da confluéncia celular ao longo do periodo experimental, diferente do
grupo 2D-OA. Assim inferimos que tenha havido adaptacdo celular ao
ambiente inflamatdrio. Este mecanismo pode ser justificado pelas células do
grupo 3D-OA estarem no ambiente tridimensional, o que torna o ambiente
mais proximo do natural e fazendo-se favoravel para expressarem sua acao
paracrina, e dessa forma o scaffold servir como uma barreira fisica as
proteinas inflamatérias [43,44].

Pode-se justificar a esta adaptacdo ao ambiente, o contato indireto da
células com as citocinas pré-inflamatorias, onde as células acabam por
realizar o priming e se adaptam ao ambiente inflamatério, mecanismo
adaptativo observado em andlises in vitro do comportamento de células-
tronco e condrécitos submetidos ao ambiente simulado de OA [45—-47]. Outro
possivel mecanismo protetivo observado, é de que o alginato utilizado como
scaffold nas 3D-OA possua capacidade de interacdo com moléculas de baixo
peso molecular, como citocinas pré-inflamatorias [44]. Assim, absorvendo e
atenuando a concentracdo das citocinas presentes no meio OA-Like e, por
consequéncia, reduzindo os efeitos deletérios as egSMMSCs.

A variacdo da concentracao das VESs nos grupos, encontrada nos diferentes

grupos, pode estar associada a diversos fatores, como a adaptacdo ao
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scaffold nos grupos 3D, a alta confluéncia celular nos grupos 2D e a influéncia
do meio OA-Like. Ressalta-se que as VEs sdo consideradas o veiculo de
comunicacdo intercelular [48-50], logo as VEs secretadas no espaco
extracelular podem ser internalizadas e processadas pelas células
adjacentes, influenciando na concentracdo de VEs isoladas em cada
momento experimental, dado o ambiente experimental fechado, in vitro. Como
observado em nosso estudo, o0s grupos 3Ds apresentaram maior
concentracdo de VEs em comparacdo aos grupos 2D inicialmente, resultado
semelhante ao de modelo 3D em esferoides versus 2D utilizado para estudo
in vitro de células-tronco derivadas cancer colo-retal em murinos [51].

Também, os fatores utilizados no meio OA-Like (IL-18 e TNF-a) devem ter
influenciado o aumento da concentracao de VEs no grupo 3D-OA em relacéo
aos demais ao final do periodo experimental. Pois, no trabalho de Vifiuela-
Berni et al. foi demonstrado o aumento das VEs circulantes (sangue e urina)
em pacientes com lUpus eritematoso sistémico ou artrite reumatoide, e estas
VEs estimularam liberacdo de TNF-a e IL-1 in vitro [52]. Logo, podemos
sugerir que ao utilizarmos estas citocinas como modelo de OA in vitro,
promovemos 0 aumento da concentracdo de VEs ao longo do tempo. O
mesmo foi verificado no estudo de Ragni et al., [6] que ao exporem células-
tronco derivadas de tecido adiposo a IFN-y, observaram maior concentracdo
de VEs em relacdo ao controle sem exposicao.

Além disso, o aumento da concentracdo de VEs observada no grupo 2D ao
final do periodo experimental pode ser relacionada a alta confluéncia celular
em relagdo a area de cultivo, diferente da diminuig&o observada no grupo 3D
em que células continuavam encapsuladas e aquelas aderidas a placa
apresentavam-se em baixa confluéncia. E, quando comparamos o grupo 2D
ao 2D-OA, o grupo controle apresentou maior concentracdo de VES, visto que
este grupo ndo demonstrou sofrimento celular como o 2D-OA. O sofrimento
celular observado no 2D-OA pode estar relacionado a dose das citocinas
utilizadas no meio OA-Like, apesar de utilizarmos a menor dose descrita para
TNF-a (0,25 ng/mL) [40] e a dose geralmente utilizada para IL-18 (10 ng/mL)
[39]. Entretanto, a associacdo destas citocinas € considerada ideal para o
modelo de OA in vitro [53].



680
681
682
683
684
685
686
687
688
689
690
691
692
693
694
695
696
697
698
699
700
701
702
703
704
705
706
707
708
709
710
711
712

76

Outro ponto importante que esta associado a concentracdo e ao tamanho
heterogéneo das VEs isoladas no experimento € o método de isolamento por
precipitacdo (PEG). E sabido que o método considerado padrdo ouro de
isolamento de VEs em pesquisas com células-tronco é por ultracentrifugacéo,
seguida da utilizacdo de Kkits comerciais baseados em métodos de
precipitacdo [7]. Em trabalhos que caracterizaram VEs derivadas de células-
tronco humanas e equinas [54,55] foi verificado que o método de isolamento
por precipitacdo € superior ao método de ultracentrifugacdo na recuperacao
total de VEs de pequenos volumes de meio na analise de NTA.

Quanto ao tamanho das VEs foi verificado que o método de precipitacao
tem tendéncia a formar agregados de VEs préximos a uma uUnica VE quando
detectadas pelo laser na andlise de NTA, pressupondo maiores tamanhos de
VEs [55]. Resultado este verificado na média de tamanho em nosso estudo e
similar ao estudo de Patel et al., os quais analisaram diferentes métodos de
isolamento de VEs, sendo que o kit comercial de precipitacdo por PEG,
apresentou valores préximos ao deste estudo [56]. Assim, os resultados de
tamanho médio de VEs obtidos em triplicatas no NTA, ndo refletem o
observado na MET, pois as VEs observadas possuem tamanho préximo a 100
nm, sugerindo entdo que agregados de VEs possam ter influenciado na
afericdo do tamanho médio total de VEs na analise de NTA.

Ainda relacionada a caracterizacdo das VEs, a analise de proteinas
transmembrana como as tetraspaninas CD9, CD63 e CD81, é uma importante
ferramenta para determinar a producdo de VEs [38]. Estas tetraspaninas
estdo ligadas a biogénese das VEs. CD9 e CD81 estdo associadas a selecao
de cargas a serem transportadas em VESs, fazendo esta regulacéo da selecéo
endossémica independente da via maquinaria de ESCRT [57]. A CD63, esta
associada a formacéao de VESs, as quais também podem ser formadas a partir
da via independente de ESCRT. Isto foi demonstrado na caracterizagédo de
vesiculas intraluminais (endossoma multivesicular), as quais expressaram
CD63 quando formadas ap6s o0 esgotamento dos componentes dos quatro
complexos ESCRT [58].

A Sociedade Internacional de Vesiculas Extracelulares, indica que para

analisar estas proteinas, seja realizado ensaios de ELISA, colorimetria ou
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citometria de fluxo (Beads ou citometro capaz de analisar nanoparticulas) [38].
Porém, estes sdo ensaios de alto custo e 0s equipamentos necessarios sao
extremamente especificos e/ou de dificil acesso. Por este motivo realizamos
um ensaio menos especifico e de menor precisdo do que a analise proteica,
pois ao realizar a andlise de expressdao génica, mMRNA, destas proteinas,
pudemos apenas inferir que haja a expressao proteica em nossas amostras
de VEs.

A expressao relativa das tetraspaninas foi heterogénea, pois variou entre
0S grupos e nos diferentes momentos. A expressao de CD9 e CD81 foi maior
no meio inflamatério dos grupos 2D-OA e 3D-OA no momento inicial e
estabilizou ao final do periodo experimental, 0 que sugere que a exposi¢ao ao
meio OA-Like, induziu a maior selecédo de cargas para essas VEs resultando
na modulacdo do ambiente pelas egSMMSCs. J4, com relacdo a expressao
do CD63, a qual esté ligada biogénese das VEs, teve significativa expressao
no grupo 3D-OA no ultimo momento experimental, esta expressao pode estar
relacionada ao menor tamanho de VESs apresentada por este grupo na analise
de NTA nos momentos experimentais. Este dado corrobora o estudo de Edgar
et al. [59], no qual observaram que a expressédo de CD63 pode estar ligada a
formacao de pequenas vesiculas intraluminais (futuros exossomos — VES).

A expressao do microRNA-140 nas eqSMMSCs e nas VEs nos diferentes
modelos de cultivo e nos momentos experimentais, representa a sinalizacéo
paracrina desempenhada pelas células nos ambientes distintos a que foram
expostas. O microRNA-140 esta ligado a manutencédo da homeostase articular
[22,26—-28,32,33]. Yin e colaboradores [26], analisaram a expressao relativa
(n fold change) de miR-140-5p em liquido sinovial humano, divididos em
grupos controle (1,08) e pacientes acometidos por osteoartrite leve (0,36),
moderada (0,173) e grave (0,036), assim demonstrando que quanto maior a
gravidade da OA, menor a regulacdo do microRNA-140. A partir destes
resultados p6de-se ter por base os niveis de expressdo do microRNA-140 no
ambiente in vivo e compara-los as expressdes encontradas neste estudo.

Em nosso estudo, a expressao relativa do micro-RNA-140 nas eqSMMSCs,
no grupo 3D-OA, foi em 24 h nove e em 72 h 14 vezes superior aos demais.

Sendo que no momento 120 h o grupo 3D-OA reduziu a sua expressao e o
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grupo 3D apresentou leve aumento da expressdo em relagcdo aos demais e
aos momentos anteriores. A maior expressdao do microRNA-140 nas
egSMMSCs do grupo 3D 120 h e nas VEs no momento 72 h, pode ser
justificada pela adaptacéo das células ao ambiente tridimensional e devido ao
longo do periodo de cultivo. Este tipo de expressao incomum foi observada
em cultivo de células-tronco amnidticas, as quais a partir de 96 h de cultivo,
apresentaram perfil de microRNA alterado indicando transi¢éo fenotipica pela
adaptacdo ao ambiente de cultivo e senescéncia [60]. Outro fator que pode
estar envolvido na expressdao do microRNA-140 no grupo 3D, também
relacionado ao estudo anterior, porém néo analisado neste estudo, esta ligado
a condrogénese, demonstrado por estudos utilizando modelos experimentais
in vivo e in vitro com a espécie humana, equina e Rattus novergicus. O
MiRNA-140 mostrou-se ser ativado pelo Fator de Transcricdo SRYbox9
(SOX9) e, portanto, se correlacionou com a expressdao de SOX9 na
condrogénese embriondria e in vitro na diferenciacdo de MSCs [23,24,33,61].
Ainda, a diferenciacdo condrogénica pode ser potencializada pelo ambiente
3D, conforme observado em estudo analisando o cultivo de egSMMSCs em
capsulas de hidrogel da alginato [36].

Os resultados dos grupos controles sugerem gue as células mantiveram os
niveis de expressdo proximo ao normal, o que corresponde ao resultado
encontrado por Yin et al. [26] em articulacBes higidas. E, indica que a alta
expressao positiva no grupo 3D-OA, seja em resposta das células-tronco ao
ambiente osteoartritico nos momentos iniciais, visto que este grupo estabilizou
a expressdo do microRNA-140 para niveis normais ao final do periodo
experimental. Por outro lado, as células do grupo 2D-OA, apresentaram baixa
expressédo do microRNA-140 nas células, podendo ter havido influéncia do
contato direto das células ao meio OA-Like e estas terem sofrido com o
ambiente, como descrito anteriormente.

Contudo, a expressao microRNA-140 em VES nos grupos expostos ao meio
inflamatorio foi baixa no grupo 3D-OA, indicando que as células produziram o
microRNA-140, porém pouco foi transportado via VEs. Ja4 o grupo 2D-OA,
apresentou alta expressao do microRNA-140 nas VEs no momento 120 h,

indicando que possa ter havido uma resposta tardia deste grupo, dado o
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sofrimento celular apresentado. O resultado de que ambos o0s grupos
expostos ao meio inflamatorio expressaram microRNA-140 nas egSMMSCs e
VEs, vai de encontro ao conceito de que este microRNA atua na manutencéo
da homeostase em ambientes inflamatoérios, como a OA, e/ou na resposta das
egSMMSCs a fim de buscar a modulacdo/reparacdo destes ambientes.

Os dados de nosso estudo, ha observacao da tentativa das eqSMMSCs 2D
e 3D em regular o ambiente inflamatdrio exposto por si, confronta o resultado
de Miyaki et al., [22] os quais observaram a regulagao negativa do microRNA-
140 apos o tratamento de condrécitos com IL-13, esse tratamento também
induziu a regulagado positiva da expressdo de ADAMTS-5. Porém neste
mesmo estudo, foi verificado que a transfecgdo do miRNA-140 em condrocitos
foi capaz de suprimir a expressao de ADAMTS-5 induzida por IL-13. O efeito
protetivo das capsulas de hidrogel e a expressao do microRNA-140 pelo grupo
3D-0OA foi semelhante ao obtido em outro estudo, realizado por He et al., [34]
no qual foi observado a agao positiva de “exossomos” secretados por células-
tronco derivadas de medula 6ssea na reparacéo de cartilagem em modelos
de OA in vitro (cultivo de condrécitos tratados com IL-1[8). Nos condrécitos que
internalizaram exossomos por endocitose o tratamento atenuou de maneira
significativa o efeito inibitério da IL-18 na proliferagdo e migracao dos
condrécitos. Este efeito também foi observado no grupo 3D-OA, onde o cultivo
tridimensional das eqSCMMSCs nao foi influenciado pelo meio OA-Like.

Em nosso trabalho também foi realizada a analise da expressao génica da
ADAMTSS, que é alvo de inibicdo exercida pelo microRNA-140 nas VEs em
diferentes grupos e momentos experimentais. Interessante que ambos 0s
grupos controles expressaram ADAMTS5 na fase inicial do experimento,
embora esta analise ndo tenha sido realizada nos grupos de egSMMSCs, mas
por estar presente em VEs indica que as células também expressaram este
gene. A expressao da ADAMTS5 em condrdcitos higidos € oito vezes maior
do que e em células-tronco derivadas de medula 6ssea em fase inicial de
diferenciacdo condrogénica, as quais também expressam este gene, porém
em fases mais avancadas de diferenciacdo esta expresséo é reduzida [62].
Também, a enzima ADAMTS-5 é expressa de forma constitutiva e induzivel,

dependendo da espécie - em condrdcitos humanos e fibroblastos sinoviais -
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tipo de célula ou condicBes experimentais [63]. A razdo desta expressao
verificada ainda ndo esta clara, uma vez que foi reduzida nos momentos
tardios.

A expressdo de ADAMTS5 em ambos 0S Qrupos expostos ao meio
inflamatério de VEs, mostrou-se de forma discreta, inicialmente e de maior
significancia no momento 72 h e 120 h no grupo 3D-OA. Estas expressdes
podem estar ligadas as razdes ja mencionadas, mas é provavel que tenha
sido estimulado devido a exposicdo das células ao meio OA-Like (IL-1B +
TNF-a) por maior tempo. A ADAMTS5 é regulada positivamente por inducao
de IL-18 em experimentos in vitro e in vivo e acredita-se que possa ser
parcialmente devido a regulacdo da transcricAo das agrecanases,
[28,32,34,62,64,65].

Até onde €& do conhecimento dos autores, este é primeiro trabalho a
caracterizar VEs e descrever a expressdo de microRNA-140 em células-
tronco mesenquimais derivadas de membrana sinovial equina intracelular e
no transporte de VESs, utilizando método de cultivo tridimensional e simulando
ambiente inflamatorio osteoartritico in vitro. Desta forma, corroboramos ao
estado da arte no entendimento do papel das células-tronco mesenquimais no

tratamento da OA.

Concluséo

Os dados obtidos neste estudo, apontaram que o modelo e as técnicas
utilizadas foram eficazes para o isolamento e caracterizacdo das VESs e para
a identificacao da expressao de microRNA nos diferentes grupos e momentos.
O meio inflamatorio OA-Like utilizado influenciou a morfologia celular no
cultivo em monocamada ao longo do periodo experimental. A expressao do
microRNA-140 em resposta ao ambiente inflamatorio € desempenhada por
egSMMSCs, sendo que, em células 3D demonstrou-se ser rapida e em VEs
oriundas de células cultivadas em 2D tardia. Enfatizamos, a necessidade de
novos estudos que compreendam a andlise de microRNAs em diferentes
graus de OA naturalmente desenvolvida, bem como 0s microRNAs expressos
pelas MSCs/VEs.
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