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APOLONIO, E. V. P. Estudo comparativo da capacidade de diferenciacdo tenogénica
de células-tronco mesenquimais de diferentes fontes teciduais em cultivo 3D. Botucatu,
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RESUMO

As lesBes tendineas sdo causas importantes de claudicacdo e afastamento do esporte em equinos
e no homem. A incidéncia de lesdes é variada de acordo com a modalidade e intensidade atlética,
compreendendo cerca de 30% das lesGes musculoesqueléticas de ambas as espécies. Os
tratamentos convencionais sdo pouco eficazes em reparar com qualidade a matriz extracelular
(MEC), o que determina o elevado indice de recidivas. As células-tronco mesenquimais (CTM)
ganharam destaque no tratamento das tendinopatias e demonstram resultados favorédveis nas
caracteristicas histoldgicas e mecénicas teciduais, bem como reducdo do tempo de reparacao
tendinea. Estas caracteristicas terapeuticas das CTM sdo atribuidas a sua habilidade de
imunomodulagdo, caracteristica anti-inflamatéria, promotora da reorganizacdo tecidual e
capacidade de diferenciacdo em linhagens mesodermais. Ja é conhecida a possibilidade de
diferenciagdo osteogénica, adipogénica e condrogénica in vitro das CTM, no entanto a
diferenciagdo tenogénica ainda ndo possui uma metodologia padronizada e eficaz. A modalidade
de cultivo tridimensional (3D) de CTM em materiais sintéticos ou bioldgicos é capaz de estimular
a diferenciacdo celular de acordo com a composicdo do arcabougo, além de oferecer protecdo e
potencializar o desempenho terapéutico. Objetivo: Determinar qual melhor fonte de CTM
equinas dentre: tecido adiposo (CTMad); medula éssea (CTMmo); e tenddo obtidos por
isolamento (CTMtd 1SO) ou explante (CTMtd EXPL), que possui a melhor capacidade de
proliferagdo in vitro, diferenciacdo tenogénia em cultura 3D em hidrogel de MEC tendinea equina
(HJMECTdEQ) e cultivo 2D em membrana Transwell® revestida de colageno | e Il (1:1).
Objetivamos também avaliar a eficacia de uma nova metodologia de diferenciacdo tenogénica.
Métodos: As quatro diferentes fontes de CTM foram obtidas de um mesmo equino com 10 meses
de idade. As amostras foram processadas e as CTM, isoladas e cultivadas. As células foram
caracterizadas através de sua morfologia fibroblastoide, aderéncia ao plastico, expansao clonal,
expressao de receptores de superficie CD13", CD34, CD44*, CD45, CD90", CD105*, CD106,
MHC-II" e diferenciacdo osteogénica, adipogénica e condrogénica. A capacidade de proliferagdo
in vitro de cada origem foi avaliada pelos testes de Taxa de Proliferacdo Celular (TPC) e Tempo
de Cuplicacdo da Populacdo Celular (TDPC), cultavas por 72 horas em trés diferentes
concentracdes iniciais (1x10%, 3x10* e 1x10°%). Foi avaliada a habilidade de diferenciacdo
tenogénica de cada origem celular através da producédo de colageno pela coloragdo de Picrosirius
Red quando cultivadas em membrana Transwell® revestida com COL1:COL3 e meio de
diferenciacio tenogénica (50 ng/ml de Proteina Ossea Morfogenética-12 (BMP-12), 50 pug/ml de
Acido Ascorbico e 5 pug/ml de ITS). O HgMECTJEq foi produzido de acordo com protocolo
desenvolvido pelo Laboratério de Terapias Regenerativas da FMVZ Unesp, Botucatu-SP.
Posteriormente 2x10° CTM de cada origem foram adicionadas em cultivo 3D imersas em 0,5 mL
de hidrogel e cultivadas por 7 dias em meio de cultivo padréo e de diferenciagéo tenogénica. Foi
determinada a concentragéo de metaloproteinases de matriz 2 e 9 (MMP-2 e MMP-9) pelo ensaio
de zimografia e em analise quantitativa por PCR a expressdao génica dos marcadores de
tenogénese Scleraxis, Mohawk, Biglicana, Decorin, Tenascina C, Colageno | e Colageno 111, além
do fator osteogénico RunX2 do cultivo 3D em HgMECTdEQ e em cultivo 2D em membrana
COL1:COL3, com meio padrdo e de diferenciagdo tenogénica. Resultados: Todas as células
apresentaram caracteristicas similares quanto & morfologia fibroblastoide, aderéncia ao plastico e
expansao clonal. Houve baixa expressdo dos receptores de superficie CD105 para CTMtd I1SO e



CD44 para as CTMad e positiva expressdo de MHC-11 para as CTMtd EXPL. Superior habilidade
de proliferacdo in vitro foi identificada para a CTMad e inferior capacidade de diferenciacdo
adipogénica e condrogénica foi observada para as CTMtd EXPL. A nova metodologia de
diferenciagéo tenogénica foi capaz de produzir a diferenciagdo tenogénica das quatro origens de
CTM, com inferior producédo de colageno para as CTMmo. O meio de diferenciacdo tenogénico
foi capaz de aumentar a concentracdo de MMP-2 e MMP-9 e também aumentar a expressdo dos
marcadores tenogénicos Sclerax, Mohawk, Biglicana, Decorin, COL1, COL3, Tenascina C e 0
fator esteogénico Runx2. Conclusdo: A nova metodologia de diferenciacdo tenogénica proposta
pelo estudo foi eficaz em induzir a tenogénese de todas as fontes de CTM avaliadas. De acordo
com nossos resultados a melhor fonte em capacidade de proliferacdo, diferenciacdo tenogénica in
vitro e seguridade para aplicacdes clinicas sdo as CTMad. As CTMtd ISO e EXPL, apesar de sua
evidente capacidade de tenogénese, apresentam populacéo heterogénia em cultivo e resultados de
caracterizacao que desencorajam sua aplicacdo clinica, especialmente de forma alogénica.

Palavras-chave: Biomaterial; Engenharia tecidual; Medicina regenerativa; Tenddo; Cultivo
tridimensional



APOLONIO, E. V. P. Comparative study of the tenogenic differentiation capacity of
mesenchymal stem cells from different tissue sources in 3D culture. Botucatu, 2021, 81p.
Dissertation - S&o Paulo State University Julio de Mesquita Filho, FMVZ - Campus de Botucatu.

ABSTRACT

Tendon injuries are important causes of lameness and withdrawal from sport in horses and men.
The incidence of injuries varies according to the sport and athletic intensity, comprising about
30% of musculoskeletal injuries of both species. Conventional treatments are ineffective in
repairing the extracellular matrix (ECM) with quality, which contributes to the high rate of
recurrence. Mesenchymal stem cells (MSC) gained prominence in the treatment of tendinopathies
and showed favorable results in the histological and mechanical tissue characteristics, as well as
a reduction in the tendon repair time. These therapeutic characteristics of MSCs are attributed to
their ability to immunomodulate, anti-inflammatory, promote tissue reorganization and
differentiate into mesodermal lineages. The possibility of osteogenic, adipogenic and
chondrogenic differentiation in vitro of MSCs is already known, however tenogenic
differentiation still does not have a standardized and effective methodology. The modality of
three-dimensional (3D) culture of MSC in synthetic or biological materials is capable of
stimulating cell differentiation according to the composition of the framework, in addition to
offering protection and enhancing therapeutic performance. Objective: To determine the best
source of equine MSCs among adipose tissue (MSCad), bone marrow (MSCmo) and tendon
obtained by isolation (MSCtd ISO) or tendon explant (MSCtd EXPL), for in vitro proliferation
and tenogenic differentiation under two different conditions: 3D hydrogel cultivation of equine
tendon ECM (HgMECTdEQ); and 2D cultivation on a type I and Il collagen-coated membrane.
We also aim to evaluate the effectiveness of a new formulation of a means inducing tenogenic
differentiation. Methods: The four different sources of MSC were obtained from the same 10-
month-old horse. Samples were processed and MSCs isolated and cultivated. The cells were
characterized by their fibroblastoid morphology, plastic adherence, clonal expansion, expression
of CD13-, CD34-, CD44+, CD45-, CD90+, CD105+, CD106-, MHC-II- surface receptors and
osteogenic, adipogenic and differentiation. chondrogenic. The in vitro proliferation capacity of
each source was evaluated by the Cell Proliferation Rate (CPT) and Population Doubling Time
(PDT) tests, grown for 72 hours at three different initial concentrations (1x10%, 3x10* and 1x10°).
The tenogenic differentiation ability of each cell origin was evaluated through the production of
collagen by Picrosirius Red staining when cultivated on a Transwell® membrane coated with
COL1:COL3 and tenogenic differentiation medium (50 ng/ml of Morphogenetic Bone Protein-
12 (BMP) -12), 50 ug/ml Ascorbic Acid and 5 pg/ml ITS). The HEMECTdEq was produced
according to a protocol developed by the Laboratory of Regenerative Therapies at FMVZ Unesp,
Botucatu-SP. Afterwards, 2x10° CTM of each origin were added in 3D culture immersed in 0.5
mL of hydrogel and cultivated for 7 days in standard culture medium and tenogenic
differentiation. The concentration of matrix metalloproteinases 2 and 9 (MMP-2 and MMP-9)
was determined by zymography assay and in quantitative analysis by PCR the gene expression of
tenogenesis markers Scleraxis, Mohawk, Biglican, Decorin, Tenascin C, Collagen I and Collagen
I11, in addition to the osteogenic factor RunX2 from 3D culture in HQMECTdEq and in 2D culture
in COL1:COL3 membrane, with standard culture medium and tenogenic differentiation. Results:
All cells showed similar characteristics regarding fibroblastoid morphology, plastic adherence
and clonal expansion. There was low expression of surface receptors CD105 for CTMtd I1SO and
CD44 for CTMad and positive expression of MHC-11 for CTMtd EXPL. Superior in vitro



proliferation ability was identified for MSCad and inferior capacity for adipogenic and
chondrogenic differentiation was observed for MSCtd EXPL. The new tenogenic differentiation
methodology demonstrated efficacy in the four MSC origins, with lower collagen production for
MSCmo. The tenogenic differentiation medium was able to increase the concentration of MMP-
2 and MMP-9 and also increase the expression of tenogenic markers Sclerax, Mohawk, Biglican,
Decorin, COL1, COL3, Tenascin C and the osteogenic factor Runx2. Conclusion: According to
our results, we determined that the best source of proliferation capacity and tenogenic
differentiation in vitro are MSCad. MSCtd 1SO showed an evident in vitro tenogenesis capacity,
being a promising source of CTM. The new tenogenic differentiation methodology proposed by
the study was effective in inducing tenogenesis of all MSC sources evaluated.

Keywords: Biomaterial; Tissue engineering; Regenerative medicine; Tendon; three-dimensional
cultivation



Capitulo 1

1.1 Introdugéo

Os tenddes sao estruturas de conexdo responsaveis pela transferéncia de forcas dos
musculos para 0s 0sso0s. Sdo formados por tendcitos envoltos em uma matriz extracelular
(MEC) composta por &dgua (65%), coldgeno (30%) e proteoglicanas (5%). O colageno e
as proteoglicanas representam de 70 a 80% do tenddo desidratado e o coladgeno tipo | é o
mais abundante com mais de 95% do total de colageno tendineo (KUMMERLE; THEISS;
SMITH, 2019a; YIN et al., 2019).

As tendinopatias sdo causas comuns de morbidade, queda de desempenho e
afastamento do esporte em equinos e humanos (DOCHEVA et al., 2015; KANNUS,
1997). Estima-se que de 30% a 50% das lesdes de atletas humanos estejam ligadas aos
tenddes. Nestes, os principais tenddes envolvidos sdo manguito rotador, calcanear comum
e tibial posterior (KANNUS, 1997). Nos equinos a maior incidéncia de tendinites ocorre
nos membros toracicos e principalmente nos tenddes flexor digital superficial (TFDS) e
tenddo flexor digital profundo (TFDP). A tendinite é a enfermidade do sistema
musculoesquelético mais frequente em equinos atletas, sendo o TFDS o mais acometido,
com incidéncia de 13% a 30% de acordo com a modalidade e intensidade atlética
praticada (BARREIRA et al., 2008).

As lesdes tendineas ocorrem com maior frequéncia secundarias ao acumulo de
estresse e sdo precedidas por alteracGes degenerativas da MEC como idade avancada e
aumento da temperatura tendinea durante o exercicio. Raramente as tendinites ocorrem
por um evento Unico de elevada carga (O’BRIEN; MARR; THORPE, 2020).

A reparagdo tendinea é lenta e ineficaz, devido ao tecido afetado ser substituido por
um tecido cicatricial de qualidade inferior ao tecido original (CARVALHO et al., 2013).
Elevadas taxas de recidivas e longo periodo de recuperagéo séo fatores correlacionados a
baixa qualidade do tecido de reparagdo, reduzida vascularizagdo tendinea, células com
atividade mitética diminuida e menor quantidade de células progenitoras no tendédo
(GUERCIO et al., 2015). A recorréncia das lesdes tendineas em equinos podem variar de
42% a 56% de acordo com a terapia empregada e atividade atlética desempenhada

(DYSON, 2004). O processo natural de reparacdo produz uma MEC de coldgenos de
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diametro reduzido e menos ligagcdes cruzadas entre as fibrilas gerando menor qualidade
tecidual e mecanica (GODWIN et al., 2012; KUMMERLE; THEISS; SMITH, 2019a).

Visto que a fisiopatologia da tendinite & similar entre humanos e equinos
(BARREIRA et al., 2008; DOCHEVA et al., 2015; GODWIN et al., 2012), os equinos
sdo considerados modelos experimentais do sistema musculoesquelético para medicina
humana, aceitos pela comunidade cientifica e organizagdes internacionais como US Food
and Drug Administration (FDA) e European Medicines Agency (EMA) (SHOJAEE;
PARHAM, 2019).

Obijetiva-se no tratamento da tendinite o controle do processo inflamatério, reducédo
do tempo de cicatrizacdo e producdo de um tecido reparatorio de qualidade e
funcionalidade similar ao tecido original prévio a lesdo, de maneira a reduzir as taxas de
recidivas e morbidades associadas a enfermidade. As terapias regenerativas possuem as
propriedades almejadas no tratamento das tendinites (CARVALHO et al., 2013).

O emprego da terapia com células-tronco mesenquimais (CTM) adjuvante a
tratamentos convencionais demonstra resultados favoraveis na reducdo do tempo de
reparacao, maior qualidade mecéanica e histoldgica tecidual e consequentemente menores
taxas de recidivas (DE MATTOS CARVALHO et al., 2011; DOCHEVA et al., 2015;
GODWIN et al., 2012). Entretanto, a aplicacdo de CTM indiferenciadas para o tratamento
de lesBes tendineas possui o risco de formacdo ectopica de tecido ésseo (ALVES et al.,
2011; SHOJAEE; PARHAM, 2019).

As CTM sdo células multipotentes oriundas de diversos tecidos adultos e possuem
a competéncia de diferenciacdo limitada em linhagens celulares como osteoblastos,
condrdcitos, tendcitos, fibroblastos e adipdcitos. Possuem também capacidade de
imunomodulacéo, propriedades anti-inflamatorias e producéo de fatores de crescimento
e antiapopitoticos como VEGF (fator de crescimento endotelial vascular), HGF (fator de
crescimento de hepatdcito), IGF-1 (fator de crescimento semelhante a insulina tipo 1)
TGF-R (fator de transformacdo do crescimento beta), bFGF (fator de crescimento
fibroblastico basico), FECGM (fator estimulador de colénia de granulécitos e
macrofagos) (REHMAN et a., 2004; ALVES et al., 2011; GARVICAN et al., 2014;
GODOQY et al., 2014; SANTOS et al., 2018).

O uso conjunto de CTM em materiais biocompativeis ou compostos bioativos

fornecem protecdo as células, causam estimulacdo mecénica no sitio de tratamento e
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auxiliam para orquestrar os efeitos paracrinos das CTM (SANTOS et al., 2018).
Atualmente existem diversos arcabougos para o cultivo tridimensional (3D), classificados
entre sintéticos, biologicos ou biossintéticos (SMITH et al., 2016). A utilizacdo de
biomateriais oriundos de componentes isolados da MEC como colageno tipo | (COL1) e
acido hialurénico apresentam forca e biocompatibilidade desejaveis, entretanto nédo
reproduz o microambiente lesado e a recelularizacdo é prejudicada (FARNEBO et al.,
2014).

A MEC tendinea é composta por moléculas funcionais e estruturais secretadas pelas
células residentes e formam uma organizacdo 3D de composicao biogquimica especifica
de cada tecido. A partir da descoberta da solubilizagdo tecidual e formacdo de um
hidrogel, houve uma ampliacdo de sua aplicacdo in vivo e in vitro (LOVATI;
BOTTAGISIO; MORETTI, 2016; SALDIN et al., 2017). Em estudo in vitro foi
determinado que a adicdo de MEC tendinea a um hidrogel de COL1 em cultivo 3D
aumentou a diferenciacdo tenogénica de CTM derivadas de adipdcitos humanos quando
comparado com hidrogel sem MEC (YANG et al., 2013). A utilizacdo de um hidrogel de
MEC tendinea equina (HJMECTdEQ) completa é considerado superior por reproduzir o
microambiente do tecido afetado e interferir diretamente no comportamento, dindmica e
diferenciacéo celular (SALDIN et al., 2017).

A producdo de um hidrogel a partir da solubilizacdo da MEC tecidual € uma
interessante estratégia, visto a conhecida influéncia da MEC no comportamento celular,
além de promissora capacidade de estimular a regeneracdo tecidual (FARNEBO et al.,
2014; SALDIN et al., 2017; SPANG; CHRISTMAN, 2018). A aplicacao do hidrogel de
MEC ja tem sido utilizada em diversos 6rgdos incluindo miocardio, figado, traqueia,
esdfago e tenddo. O uso € feito de diferentes formas e combinacGes como revestimento,
povoado com CTM, fatores de crescimento, outros materiais bioldgicos ou sintéticos e
mais recentemente como bioinks para impressédo 3D (GARVICAN et al., 2014; SPANG,;
CHRISTMAN, 2018).

As diferenciacfes osteogénica, adipogénica e condrogénica sdo facilmente
realizadas in vitro, pois j& possuem meios de diferenciacdo determinados e padronizados
comercialmente. Entretanto, apesar de a diferenciacdo tenogénica ja ter sido alcancada
em alguns estudos, ainda ndo existe um protocolo estabelecido (COSTA-ALMEIDA;
CALEJO; GOMES, 2019). A inducédo tenogénica das CTM é um fator determinante para
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regeneracdo tendinea e o cultivo 3D se tornou importante aliado nesta busca (LIU et al.,
2017).

Diversos estudos tém sido direcionados em classificar qual a melhor origem de
CTM em diferentes ambientes a ser empregada nas enfermidades tendineas, com relativa
superioridade para as CTM derivadas de tendao e tecido adiposo, quando comparadas
com medula 6ssea (STEWART et al., 2009; TAN et al., 2012; YOSHIMURA et al.,
2007). Entretanto, ndo existem estudos que avaliem a tenogénese de CTM em cultivo 3D
em biomateriais compostos como HJMECTdAEqQ e membrana Transwell® de COL1 e 3

para determinar qual a melhor origem celular.

Justifica-se o desenvolvimento desse trabalho com a proposta de determinar qual a
melhor fonte de CTM quanto ao desempenho de proliferacdo celular in vitro, quando
cultivadas em 2D e 3D, e quanto a expressdo tenogeénica, visto seu potencial de aumentar
qualidade e reduzir o tempo de reparacdo tendinea. Também foi proposto avaliar a
capacidade do HQMECTdEQ e membrana de COL1 e 3 em estimular a tenogénese das
CTM de quatro origens tecido adiposo (CTMad), medula 6ssea (CTMmo) e tenddo
obtidas por isolamento (CTMtd ISO) ou explante (CTMtd EXPL), associadas a um novo
meio de diferenciacdo tenogénica. Em hipotese, as CTMtd e CTMad possuem vantagens
devido a sua tecido-especificidade e maior capacidade proliferativa in Vvitro,
respectivamente.

1.2 Objetivo

Este projeto tem como objetivos 1) determinar a melhor fonte de CTM dentre tecido
adiposo, medula 6ssea e tenddo que, cultivada em HgMECTdE(Q, possui as melhores
caracteristicas de proliferacdo e diferenciacdo tenogénica in vitro, comparando cada
grupo isoladamente, e 2) testar novo protocolo de diferenciacdo tenogénica através do
cultivo 3D de CTM imersas em HgJMECTdE(Q e 2D em placas revestidas com colageno

I/111, em meio de diferénciacdo tenogénico.

1.2.1 Objetivos especificos

Avaliar a expressdo génica de fatores tenogénicos através da técnica de gRT-PCR
utilizando os marcadores génicos Scleraxis (SCX), Mohawk (MHK), Tenacin C (TNC),
Biglicana (BGN), Decorin (DCN), Colageno 1 (COL1A1), Colageno 3 (COL3A1).
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- Verificar qual origem de CTM possui a menor expressdo génica de fatores osteogénicos
através da técnica de RT-gPCR pelo gene runt-related transcription factor 2 (RUNX2).

- Aferir o perfil e concentracdo de metaloproteinases de matriz 2 e 9 presentes na amostra
tridimensional de interagdo das CTM com o hidrogel de MEC pelo teste de zimografia.

- Caracterizar a diferenciacdo tenogénica com a combinacéo do meio tenogénico associado

ao cultivo 3D em membrana de colageno | e colageno IlI.

- Verificar a diferenciacdo tenogénica atraves da producao de Colageno por coloracdo de

Picrosirius Red.

- Aferir a morfologia das CTM ao final do cultivo no hidrogel através da coloracdo de
Picrosirius Red.

- Propor a utilizacdo clinica do HQMECTdEQq a partir da determinacéo da melhor fonte de
CTM a ser empregada.
1.3 Hipotese
A cultura 3D de CTM, somada ao meio de diferenciacdo tenogénico, induzird a
expressdo génica de fatores tenogénicos e proteinas de ECM, bem como a producdo de
colageno pelas CTM diferenciadas em tendcitos. De acordo com a tecido-especificidade
das CTMtd, espera-se notar desempenho superior em diferenciagdo tenogénica desta
fonte celular quando comparada com as CTMad e CTMmo.

1.4 Revisdo Bibliogréafica

1.4.1 LesOGes tendineas

A estrutura tendinea é disposta em um arranjo estrutural hierarquico onde 50% a
60% sdo compostos de agua e a massa seca restante € composta por 75% a 80% de
colageno tipo I (O’BRIEN; MARR; THORPE, 2020). A populagdo celular tendinea ¢é
escassa, composta principalmente por tenocitos imersos em uma matriz extracelular
(MEC). As moléculas de colageno se unem e formam redes medindo 1,5 nandmetro, que
se acumulam e formam microfibrilas de 10 nandmetros. As microfibrilas se unem para
formar as fibrilas de coldgeno de 10-50 nandmetros. As fibrilas sdo dispostas em arranjos
tripla hélice, interconectados para formar as fibras de coldgeno, com 1 a 20 micrometros.
As fibras de colageno sdo dispersas na matriz interfibrilar vascularizada e originam os

fasciculos com didmetro de 50 a 300 micrémetros. Varios fasciculos envoltos pela matriz
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interfascicular formam o feixe fascicular que mede de 1 a 3 milimetros contendo células
interfasciculares e vasos sanguineos. A unido de feixes fasciculares constitui o tendéo,
envolto pelo endotenddo, epitenddo e paratenddo (Figura 1) (KUMMERLE; THEISS;
SMITH, 2019b; O’BRIEN; MARR; THORPE, 2020).

Os tendbdes desempenham fungdo fundamental na locomocdo. Possuem a
capacidade de se alongar e retrair em cada passada e durante essa dindmica, armazenam
e liberam energia para impulsao do membro (O’BRIEN; MARR; THORPE, 2020). Nos
equinos, os tenddes flexores digitais superficiais (TFDS) dos membros toracicos sdo 0s
mais exigidos, e consequentemente 0s mais propensos a sofrer lesfes induzidas por
sobrecarga, representando 75% a 95% das lesdes tendineas (THORPE; CLEGG; BIRCH,
2010). Durante a atividade atlética os tenddes podem sofrer tensdes de estiramento de até
16% do seu comprimento, sem causar alteracfes patologicas (RIBITSCH; OREFF;
JENNER, 2021).

As lesbes tendineas acontecem de forma intrinseca, por sobrecargas durante o
exercicio, ou extrinseca, quando associadas a traumas externos. Acredita-se que
microlesdes repetitivas decorrentes da atividade fisica predisponham a degeneragdo da
matriz tendinea e precedam o momento da lesdo (RIBITSCH; OREFF; JENNER, 2021).
A idade € positivamente correlacionada com a ocorréncia de lesfes tendineas em equinos
e humanos. As principais alteracdes identificadas com o envelhecimento séo reducdo da
fibromodulina e da elastina, além do acumulo de colageno degenerado (GODINHO et al.,
2017; O’BRIEN; MARR; THORPE, 2020) A capacidade de resolver a inflamagdo
tendinea é reduzida em animais mais velhos devido a reducdo de proteinas inflamatérias
resolutivas, contribuindo para a crénicidade e recidivas das lesdes tendineas (DAKIN,
2017).

As lesdes tendineas podem gerar graus variados de claudicacdo de acordo com o
tenddo acometido, intensidade e localizacdo da lesdo. O diagnostico das tendinites é
associado ao historico de atividade ou acidentes, acompanhado de sinais inflamatdrios
como dor, aumento de temperatura e edema sobre o local. A avaliacéo ultrassonogréfica
do tend&o permite identificar com preciséo o local e a gravidade da lesdo (DAKIN, 2017;
KUMMERLE; THEISS; SMITH, 2019b). Em situagGes especificas como ruptura do
tenddo peroneus tertius, a claudicacdo mecénica especifica permite o diagnostico clinico,
pois o0 aparato reciproco € interrompido, permitindo estender o tarso e flexionar a
articulacdo femuro-tibial e a articulagdo metatarsofalangica isoladamente (KUMMERLE;
THEISS; SMITH, 2019b).
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O processo de reparacdo tendinea € dividido em trés etapas que se sobrepdem. A
primeira é a fase inflamatoria que se inicia logo ap0s a lesdo, onde células inflamatdrias
séo recrutadas para debridar o tecido lesionado, e dura de uma a duas semanas. A fase
seguinte € conhecida como proliferativa e possui uma intensa infiltracdo celular, aumento
da vascualarizagdo, areas hemorragicas e desorganizacdo da MEC, sendo mais evidente
entre trés e seis semanas. Esta fase é seguida pela fase de remodelamento, onde existe
maior deposicao de colageno tipo | a medida que o tecido cicatricial amadurece, podendo
durar até 12 meses apo6s a lesao (DAKIN, 2017; O’'BRIEN; MARR; THORPE, 2020).

A baixa celularidade, a escassa vascularizac¢ao e o reduzido metabolismo do tendéao
predispbem a formacéo de um tecido cicatricial fibroso ndo especializado. Ao final da
reparacdao, o tecido elastico tendineo € substituido por tecido conjuntivo fibroso,
composto por um deposito excessivo e desorganizado de MEC de glicosaminoglicanos,
proteoglicanos e colageno tipo 111 (DAKIN, 2017; RIBITSCH; OREFF; JENNER, 2021).
Essa caracteristica do tecido cicatricial é a principal responsavel por 56% (DY SON, 2004)
a 80% das recidivas (DOWLING et al., 2000) das lesbes tendineas apds o retorno ao
esporte.

Sdo observadas micro-lesdes histolégicas na matriz tendinea logo apos a atividade
fisica. Essas alteracdes possuem o pico em 48 horas, mas com 72 horas ja ndo sdo
identificadas. Isso demonstra que a homeostase tecidual tendinea é alcangada com
intervalos de exercicios a cada 72 horas e, desta forma, previne a ocorréncia de lesdes
(DOCKING et al., 2012). A prevencdo e reducdo da inflamag&o cronica no tratamento da
tendinite é apontada como ponto chave para melhorar a reparacdo do tecido tendineo
(DAKIN, 2017).
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Figura 1. Estrutura hierarquica tendinea. Adaptado de (BOSIA; MERLINO; PUGNO, 2014).

1.4.2 Células-tronco mesenguimais no tratamento da tendinite

O primeiro relato do emprego terapéutico das CTM na tendinite equina foi no ano
de 2003 pelo pesquisador Roger Smith, com aplicacéo intralesional no TFDS de 6.4 x 10°
CTM autdlogas derivadas de medula 6ssea em um pbnei. Ap6s a aplicacdo ndo foi
observado aumento de volume nem claudicacéo ao passo do membro acometido. O exame
ultrassonografico revelou que a lesdo foi preenchida com tecido fibroso e nao foram
observados efeitos adversos (SMITH et al., 2003). A partir da descricdo dessa nova
modalidade terapéutica, iniciaram diversas pesquisas sobre o assunto e hoje o tratamento
da tendinite com CTM se destaca pela reducéo das taxas de recidivas das les6es, de 80%
(DOWLING et al., 2000) para 13% a 36% (RIBITSCH; OREFF; JENNER, 2021;
SMITH, 2008).

Apesar de o mecanismo de atuacdo das CTM apos implantacdo ndo ser
completamente conhecido, é sabido a sua capacidade de imunomodulagédo atraves da
reducdo do infiltrado de células imunes no local da lesdo, acdo anti-inflamatoria por
reduzir a concentracao de citocinas pro-inflamatdrias e aumentar a expressdo de citocinas
anti-inflamatorias, além de comprovado aumento da vascularizacgdo e perfuséo do tecido

tendineo lesado durante a cicatrizagéo e reduzir a formacao de fibrose através da inibicéo
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dasinalizacdo do TGF-B1 (RIBITSCH; OREFF; JENNER, 2021; USUNIER et al., 2014).

A modalidade de CTM alogénicas tem empolgado e conquistado espaco no
mercado devido a sua praticidade de obtencdo, por estarem disponiveis em biobancos e
menor custo (SMITH, 2020). Entretanto, autores descrevem reacgdes inflamatdrias com a
aplicacdo de CTM alogénicas MHC classe Il positivas e apds injecbes seriadas
(ARDANAZ et al., 2016; SCHNABEL et al., 2013; BRANDAO et al., 2018; SMITH,
2020). As CTM autdlogas sdo consideradas mais seguras no tratamento da tendinite. No
entanto, o tempo de viabilizacdo da quantidade terapéutica de células pode tornar a terapia
inviavel (RIBITSCH; OREFF; JENNER, 2021; SMITH, 2020).

A dose indicada em cada aplicagdo é de 10’ CTM e de acordo com o local e
dimensao da leséo, podem ser indicadas 1 ou mais aplicac@es, durante 0 acompanhamento
clinico do caso (SCHNABEL et al., 2013).

Variadas fontes de CTM ja foram empregadas no tratamento de tendinite em
equinos como tecido adiposo (DE MATTOS CARVALHO et al., 2011), medula éssea
(SMITH et al., 2003), tenddo (DURGAM; STEWART, 2016) e corddo umbilical (VAN
LOON et al., 2014). O tecido adiposo é conhecido por ser a mais abundante e acessivel
fonte de CTM do organismo. A facilidade de coleta, associada a rapida taxa de
proliferacdo in vitro, habilidade de produzir componentes de MEC e citocinas anti-
inflamatdrias tem atraido grande atencdo para a utilizacdo dessa fonte celular para o
tratamento de tendinite e demais afecgdes. A aplicacdo clinica das CTMad em lesdes
tendineas experimentais foi realizada por Carvalho et al. (2011) e demonstraram melhora
histoldgica significativa da lesdo em organizacdo das fibras tendineas, reducdo do
infiltrado inflamatorio, menos fibrose e aumento da expressdo de colageno | (DE
MATTOS CARVALHO etal., 2011; SHOJAEE; PARHAM, 2019).

As CTM derivadas de medula 6ssea (CTMmo) sdo conhecidas como fonte pioneira
para a terapia celular nas lesGes tendineas. Apesar de alguns estudos demonstrarem
resultados positivos quanto a sua utilizagdo no tratamento da tendinite em equinos, alguns
fatores negativos restringem sua utilizacdo, como processo de coleta mais invasivo e
arriscado em comparacao a coleta de tecido adiposo, prolongada expans&o in vitro, maior
namero de passagens e possibilidade de formagdo de metaplasia dssea na lesdo tendinea
(ALVES et al., 2011; SMITH, 2020).
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1.4.3 Cultivo tridimensional e hidrogel

O modelo de cultivo bidimensional (2D) onde as células sdo cultivadas em
monocamada aderidas ao plastico € amplamente difundido pelo mundo e empregado para
avaliaces in vitro. Esta metodologia de cultivo proporcionou inimeras descobertas no
ambito da biologia, desenvolvimento e comportamento celular. No entanto essa pratica
possui limitacdes pois, ndo reproduz a complexidade e diversidade do microambiente
tecidual interferindo desfavoravelmente na dinamica e funcionamento das células, como
limitada expansao e reducdo da capacidade clonal e de diferenciacdo das CTM (MCKEE;
CHAUDHRY, 2017; SOUZA-ARAUJO ZN. et al., 2020).

O cultivo 3D, apesar de receber grande enfoque nos dias atuais, possui mais de um
século desde o primeiro relato, onde o pesquisador Alexis Carrel no ano de 1912 foi capaz
de isolar e manter em cultivo por mais de 3 meses um explante de embrido de galinha
(CARREL, 1912). A cultura celular em 3D é capaz de recriar uma organizagdo
caracteristica do tecido, proporcionando uma arquitetura e microambiente que
influenciam no comportamento, permite maior interacdo entre diversas células, producao
de MEC e consequentemente maior proximidade com o desempenho celular in vivo
(SOUZA-ARAUJO ZN. et al., 2020).

Um objetivo interessante das pesquisas com cultivo 3D é preencher a lacuna entre
0s prejuizos da experimentacdo em animais em uma extremidade e cultivo celular em
monocamada na outra. Desta forma, criar um ambiente de cultura celular que mimetize o
mais proximo possivel o tecido nativo, oferece vantagens em diversos aspectos
(HAYCOCK, 2011; LEE; CUDDIHY; KOTOV, 2008).

Existem diversas metodologias de confec¢do do cultivo 3D, a aplicacdo em animais
e explantes organotipicos sdo utilizados quando o estudo € focado em um tecido original,
sem modificagdes. Outra representacdo do cultivo 3D sdo os esferdides, onde as células
sdo cultivadas e devido a sua capacidade aderente, permite a formacdo de agregados que
mimetizam Orgéos e tecidos. Ja a cultura de células em arcabougos 3D é uma modalidade
complexa de engenharia tecidual. Uma ampla gama de compostos sintéticos ou biologicos
podem ser empregados para confecgéo de diferentes sistemas de arcabougo para interagao
3D com células (LEE; CUDDIHY; KOTOV, 2008; MCKEE; CHAUDHRY, 2017). Os
arcaboucos precisam possuir caracteristicas especificas como alta porosidade, formato
especifico e superficie aderente para as células, além de permitir o fluxo de gases,
nutrientes e metabdlitos. De acordo com o tipo celular de interesse, os arcabougos devem

apresentar caracteristicas particulares como exemplo os tendcitos que naturalmente sdo
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envoltos por uma MEC fibroelastica que recebe frequentes estimulos mecanicos durante
a movimentagdo. Ao contrario dos osteoblastos que sdo células que aderem em uma
superficie rigida dentro da lIamina cubdide do osso e possuem pouca mobilidade. Desta
forma, uma grande variabilidade de arcaboucos é necessaria de acordo com cada
especificidade celular, refletindo na elevada complexidade da engenharia tecidual
(HAYCOCK, 2011; LEE; CUDDIHY; KOTOV, 2008; MCKEE; CHAUDHRY, 2017)

Diversos tipos de materiais podem ser utilizados na confeccao dos arcaboucos, no
entanto, no ambito da cultura de células, os polimeros sdo os mais frequentes utilizados,
pois, sdo fabricados de forma simples e possuem controlavel capacidade quimica e
estrutural. Existe disponivel uma ampla variedade de polimeros. Estes podem ser
sintéticos, incluindo o &cido poliglicélico, 6xido de polietileno, acrilamida e acido
metacrilico. Também podem ser constituidos de biocompostos como colageno, alginato,
quitosana, &cido hialurénico, entre outros. Em referéncia aos arcabougos biocompostos
uma exigéncia é a capacidade de reproduzir um ambiente da MEC para apoiar o cultivo
celular (HAYCOCK, 2011; SALDIN et al., 2017). A utilizacdo de arcaboucos para
cultivo de CTM a base de colageno é preferida em comparacdo a outros biomateriais
devido a majoritaria composicdo na MEC tendinea (LI et al., 2021).

Os hidrogeis sdo compostos por polimeros sintéticos ou organicos como citado
acima. Entretanto, devem possuir alto nivel de concentracdo aquosa (> 30%) além de
manter integra relacdo fisicoquimica das cadeias de polimeros. A descoberta da
possibilidade de confeccdo de hidrogéis a partir da solubilizacdo da MEC permitiu um
grande campo para engenharia tecidual, aplicacdo clinica e utilizacdo como arcabougo
para interacdo celular in vivo e in vitro (SALDIN et al., 2017). A MEC interfere
diretamente na dindmica celular através da sua propriedade fisica e quimica, aléem de
citocinas, quimiocinas, pepitideos cripticos e nanovesiculares. Embora ndo totalmente
elucidado, é conhecida a capacidade dos hidrogéis de MEC influenciarem diretamente a
viabilidade, a proliferacdo, a migracdo, a morfologia e a diferenciagéo celular (SALDIN
etal., 2017).

1.4.4 Células-tronco mesenquimais derivadas do tendao
A primeira constatacdo da presenca de células com caracteristicas tronco no tecido
tendineo foi realizada por Bi et al. (2007), no tenddo de humanos e ratos. Denominadas

de células-tronco mesenquimais derivadas de tenddo (CTMtd), essas células possuiam
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capacidade de expansdo clonal, auto renovacdo, multipoténcia, expressdo positiva dos
receptores de superficie CD44, Stro-l, CD146, CD90 e negativos para CD18, CD34,
CD45, CD106 e CD117 (Bl etal., 2007). A populacéo celular tendinea, apesar de escassa,
é bastante heterogénea e as CTMtd representam de 1 a 4% do total de células nucleadas
presentes no tecido tendineo (Bl et al., 2007; COSTA-ALMEIDA; CALEJO; GOMES,
2019).

Em estudos comparativos foi demonstrada superioridade das CTMtd sobre CTMad
e CTMmo devido a maior afinidade e constituicdo similar ao tecido tendineo, expressdo
génica de fatores tenogénicos como Sclerax, Colageno | e Proteina oligomérica da matriz
da cartilagem (COMP — YOUNGSTROM; LADOW; BARRETT, 2016), bem como
melhor alinhamento das fibras de coladgeno e forca de tensdo do tecido cicatricial
(DURGAM et al., 2016). Em modelo experimental de reparacdo do tenddo de Aquiles de
ratos, foi verificada habilidade superior das CTMtd sobre CTMmo, apresentando maior
densidade e alinhamento longitudinal das fibras cicatriciais apos aplicacdo intralesional
das CTM (AL-ANI et al., 2015).

Estudos prévios demonstraram a existéncia de CTMtd com distintos desempenhos
de proliferacdo e imunofenotipagem in vitro de acordo com a regido tendinea de onde
foram obtidas. Supostamente, por pertencerem a uma regido com maior quantidade de
COL1, as celulas do endotenddo sao descritas como possuintes de maior capacidade anti-
inflamatdria, além de sintese e remodelamento de fibras colagenas, quando comparadas
com as células isoladas do peritenddo (Bl et al., 2007; MIENALTOWSKI; ADAMS;
BIRK, 2013). A avaliacdo de CTMtd do endo e peritenddo do tend&o de Aquiles de ratos,
ndo demonstrou diferenca na expressao de receptores de superficie e na capacidade de
diferenciacdo em tri-linhagem. No entanto, as células do endotenddo demonstraram
melhor capacidade de formacdo de colonias, bem como maior expressao génica dos
marcadores tenogénicos Tenomodulina e Scleraxis, indicando-as como melhor sitio de
coleta de CTMtd. (MIENALTOWSKI; ADAMS; BIRK, 2013)

Apesar da sua tecidoespecificidade e resultados promissores em estudos, a
aplicacdo terapéutica das CTM derivadas de tenddo possuem importantes limitagdes
devido a morbidade associada ao sitio de coleta para aplicacfes autélogas, dificil
isolamento, maior tempo e heterogenicidade da morfologia celular durante o cultivo
(SHOJAEE; PARHAM, 2019).
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1.45 Diferenciacdo tenogénica

Ao contrario do que acontece com a diferenciacdo osteogénica, adipogénica e
condrogénica, ndo existe um protocolo padronizado para promover inducdo tenogénica
de CTM (COSTA-ALMEIDA; CALEJO; GOMES, 2019).

Diversas metodologias sdo estudadas e aplicadas na diferenciacdo tenogénica in
vitro de CTM, baseadas principalmente na formacdo embrionaria do tenddo. Ja é
conhecida a necessidade de estimulagdo biologica e mecénica para o desenvolvimento
embrionario tendineo (LIU etal., 2017). Algumas vias de sinalizagdo celular como TGF-
B, proteina morfogenética 6ssea 12 (BMP-12), fator de crescimento fibroblastico (FGF)
e fator de crescimento endotelial (EGF) demonstraram influéncia positiva na
diferenciacdo tenogénica de células progenitoras musculoesqueléticas (COSTA-
ALMEIDA; CALEJO; GOMES, 2019; KUO; TUAN, 2008).

A estimulacdo mecanica é parte essencial para o desenvolvimento embrionéario
tendineo, especialmente para estimulacao da fase final de maturacao do colageno (KUO;
TUAN, 2008). A estimulagdo mecénica tendinea é revertida em sinais biomecéanicos
celulares que resultam em proliferacédo e diferenciacdo, bem como estimulam a sintese de
MEC (LIU et al., 2017). Em estudo de tensdo ciclica de um arcabouco tendineo
descelularizado, ap0s ser recelularizado com CTMmo equina, foi possivel identificar
aumento do modulo de elasticidade e resisténcia do arcaboucgo tendineo, bem como
aumento da expressdo génica de fatores tenogénicos como Sclerax, Decorin, Biglicana,
Colageno | e Colageno 11l (YOUNGSTROM; LADOW; BARRETT, 2016).

Os principais fatores de transcri¢do associados a formagcao tendinea sdo Scleraxis e
Mohalk. O Sclerax é um fator de transcricao hélice-alga-hélice basico, determinado como
marcador especifico tendineo e ferramenta importante para proliferacdo e diferenciacdo
dos tendcitos (LIU et al., 2017). A abstracdo génica do Sclerax em estudo realizado com
camundongos demonstrou atrofia e desorganizacdo da MEC tendinea associada a
suspensdo da diferenciacdo dos tendcitos e reducdo da expressdo de COL1. Os
camundongos ainda apresentam reducdo da forca de transmissdo tendinea, limitada
movimentacdo dos membros e muasculos do dorso, aléem de inabilidade de mover a cauda
(MIYABARA et al., 2014).

O Mohawk é um gene homeobox regulador responsavel pelo desenvolvimento dos
tenddes, através da proliferacdo e diferenciagdo celular. Em estudo realizado por Ito et al.
(2010), o gene Mohawk foi depletado de ratos e o seu desenvolvimento foi acompanhado

por 3 meses. Os tenddes desses animais eram hipoplasicos e palidos quando comparado
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aos tenddes de ratos normais, além de apresentarem menor expressdo génica de COL1,
reducdo do didametro das fibrilas de colageno, o que sugere que 0 Mohawk desempenha
importante papel na diferenciagédo tenogénica (ITO et al., 2010; LIU et al., 2017).

O Biglicana e Decorin s&o principais pequenos proteoglicanos ricos em leucina de
classe | encontrados nos tenddes e possuem uma e duas cadeiras de glicosaminoglicanos
condroitina sulfatados, respectivamente. Estas proteinas estdo envolvidas na
fibrilogénese, homeostase de colageno e organizacdo da MEC. Nas lesdes tendineas
ocorre um aumento da expressdo génica do Biglicana, enquanto o Decorin reduz sua
expressdo (DUNKMAN et al., 2014; ROBINSON et al., 2017). A deplecdo génica de
Biglicana e Decorin em ratos resultou em reducdo do didmetro das fibrilas de colageno,
propriedades mecanicas inferiores ao comparar com tendbes de ratos normais e a
reparacao tendinea nesses ratos foi considerada inferior, principalmente na deplecdo de
Decorin (DUNKMAN et al., 2014). Interessantemente, na deplecdo de Decorin, 0
Biglicana é super expresso compensando a auséncia de Decorin na ligacdo ao COL1
(ROBINSON et al., 2017).

Tenascina C é uma glicoproteina hexamérica ligada por dissulfeto presente no
desenvolvimento e em tendBes de individuos adultos. Atua de forma multipla na
estabilidade e estruturacdo da matriz fibrocartilaginosa tendinea (NEMOTO et al., 2013;
REED; JOHNSON, 2014). Estudos recentes demonstraram que a expressao de Tenascina
C é uma resposta celular adaptativa & compressao que auxilia na homeostase tendinea.
Apesar de possuir alta expressao tendinea, essa glicoproteina ndo € exclusiva dos tenddes
(REED; JOHNSON, 2014).

O COL1 é o mais abundante coladgeno do organismo, corresponde a 70% de todo
colageno e é o principal componente responsavel pela forca ténsil e elasticidade tendinea.
Cerca de 90-95% da matéria seca do tenddo é composta por COL1, os demais
componentes sdo encontrados entre e no interior das fibras de colageno |, sendo eles,
colageno tipo 111, 1V, proteoglicanos e COMP (KUMMERLE; THEISS; SMITH, 2019b;
YIN et al., 2019).

O COL3 constitui fibrilas mais finas e frageis em comparacdo com as fibrilas de
COL1. S&o encontrados principalmente no endotenddo de tenddes normais. O COL3 atua
na fibrilogénese do COL1 com funcdo de suporte lateral as fibrilas, permitindo o
crescimento longitudinal e prevenindo o crescimento lateral do COL1 (SODERSTEN et
al., 2013).

O RUNX2 é um fator de transcricdo génica essencial para diferenciagédo
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osteoblastica e formacdo 6ssea. Camundongos com deplecdo génica do RUNX2 tiveram
drastica reducdo da linhagem celular osteoblastica (KAWANE et al., 2018). A
mineralizacdo do tecido tendineo possui descrita ocorréncia em humanos e equinos. Os
fatores de risco associados a esta metaplasia s@o lesGes tendineas cronicas, injecdo
tendinea de corticoides e aplicacdo de aspirado de medula (ALVES et al., 2011,
O’BRIEN; SMITH, 2018).
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