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RESUMO

O processo de reparo tendineo resulta em um tecido de fun¢do limitada, sendo assim,
as estratégias terapéuticas visando a bioengenharia tendinea com o uso de células
tronco, biomateriais funcionais e bioimpressdo, vém se ampliando. Baseado na
hipotese de que o hidrogel de matriz extracelular tendinea (MEC), associado a células
tronco mesenquimais de origem adiposa (adCTM) ¢ aplicavel a bioimpressao e capaz
de manter a viabilidade celular in vitro, o presente trabalho objetivou produzir e
caracterizar esse hidrogel, avaliar a utilizacdo como biotinta e a biocompatibilidade
quando em cultivo com adCTM equinas e quando implantado in vivo. E avaliar a
capacidade de induzir a tenogénese nas adCTM quando em cultivo prolongado com e
sem forca ténsil. Tenddes flexores digitais superficiais equinos foram submetidos ao
processo de descelularizagdo, liofilizacdo e moagem. O p6 de MEC foi solubilizado
em solucdo de 4cido cloridrico e pepsina. As solugdes de 1% e 2% de MEC foram
avaliadas quanto a capacidade de inje¢do, formacdo de gel apos neutralizacdo, reologia
e também as caracteristicas bioquimicas e microestruturais ap6s a formacao de gel. A
bioimpressao foi realizada com 1x10° cels/mL por duas bioimpressoras distintas sendo
uma pneumatica e a outra por extrusdo direta. A viabilidade celular foi avaliada apos
bioimpressdo pneumatica: 2 horas (MO0), 12 horas (M1) e sete dias (M7). O cultivo
apods bioimpressdo por extrusdo direta permaneceu por 21 dias, neste foram avaliadas
a expressdo génicas dos marcadores de tenogénese e expressao e produciao de matriz
extracelular tendinea em duas formas distintas de cultivo, com as estruturas recebendo
tensdo (Gtensil) ou livres (Glivre). A estrutura bioimpressa foi implantada na regido
subfascial do musculo esplénio bilateral de um equino para avaliar biocompatibilidade.
Na avaliac¢do bioquimica observou-se predominancia de proteinas coldgenas e em sua
maioria fibras maiores com poucas fibras intermediarias e pequenas. Na reologia os
resultados foram compativeis com bioimpressdo, demonstrando diminuicdo da
viscosidade com o aumento da forca aplicada e a adi¢do de transglutaminase antecipou
a formagdo de gel da solucdo e aumentou a resisténcia ao hidrogel. A avaliagdo
microestrutural demonstrou maior quantidade de fibrilas no hidrogel com 2% de MEC
e rede homogénea quando transglutaminase foi adicionada. A bioimpressdao foi
satisfatoria, com hidrogel de boa qualidade e resistente ao cultivo de 21 dias. A
viabilidade celular diminuiu de MO (87%) para M1 (76%) P = 0,0066 e assim se
manteve durante os sete dias de cultivo apds bioimpressdo pneumadtica. Apos
bioimpressdo por extrusdo direta ndo houve diferenca entre a viabilidade dos
momentos avaliados. Houve aumento da expressao tenogénica das adCTM bem como
dos marcadores de matriz extracelular, principalmente no Gtensil. A avaliagdo in vivo
demonstrou infiltrado inflamatério mononuclear de leve a moderado, boa integragdo
com o tecido e poucos sinais clinicos de inflamagdo. Pode-se concluir que a biotinta
de matriz extracelular tendinea equina, quando utilizada com adCTM, foi capaz de
promover a expressdo de genes de tenogénese e producdo de proteinas da matriz
extracelular, além de apresentar boa biocompatibilidade, tornando-se potencial
estratégia para o tratamento de lesdes tendineas.

Palavras-chave: Tenogénese, bioimpressao, células tronco, biomateriais
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ABSTRACT

Due to a tissue with limited function results from tendon repair, therapeutic strategies
targeting tendon engineering with stem cells and bioprinting of functional biomaterials
are rising. Based on the hypothesis that extracellular matrix (ECM) hydrogel loaded
with equine adipose tissue mesenchymal stem cells (adMSC) is suitable for bioprinting
and preserve cell viability in vitro. This study aimed to produce and characterize this
hydrogel and evaluate as bioink and its cytocompatibility when in culture with adMSC
and when implanted in vivo. And to evaluate tenogenesis when in long-term free
culture or with tensile strength with adCTM. Equine digital flexor tendons were
decellularized, lyophilized and milled, The ECM powder was solubilized in
hydrochloride acid and pepsin solution. One and two percent ECM solutions (1% e
2% ECM) were evaluated as injectability, jellified after neutralization, rheology and
biochemical and microstructural properties after gel formation. The hydrogel was
loaded with 1x10°® cells/mL for bioprinting and two different prints were used,
pneumatic and direct extrusion. The viability was evaluated two hours after printing
(MO0), 12 hours after printing (M 1) and seven days after printing (M7) using pneumatic
printing. Direct extrusion bioprinting lasted 21 days and tenogeneis and matrix genes
expression and production were also evaluated using free constructs (Glivre) or with
tensile strength (Gtensil). For in vivo biocompatibility evaluation the construct was
implanted sub-fascial bilateral in splenic muscle of a horse. The biochemistry
evaluation revealed majority collagen proteins with predominance of larger fibrils and
with less thin and intermediate. The Rheology showed bioprinting suited
characteristics with viscosity decreasing while applied force increased. The
transglutaminase supplementation anticipated gel formation and increased hydrogel
deformation resistance. 2% ECM showed higher fiber content and a homogeneous
distribution after transglutaminase adding. The bioprinting was effective with good
quality hydrogel and durable to 21 days culture. Cellular viability decreased from 87%
in MO to 76% in M1, P =0,0066, and remained for seven days with pneumatic printing.
And after direct extrusion viability remained unchanged during evaluated moments.
Enhancement of tenogenesis expression and matrix production were significant higher
in Gtensil. In vivo showed mild to moderate mononuclear infiltrate, good tissue
integration and minor clinical inflammation sign. In conclusion this tendon ECM
bioink loaded with adCTM induces tenogenesis, matrix protein production and
presents good biocompatibility being suitable for future studies in tendon lesion
treatments.

Key words: Tenogenesis; bioprinting; stem cells; biomaterials
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Capitulo 1

1. INTRODUCAO

Os tenddes sdo estruturas constituidas de tecido conjuntivo, com origem em
musculos esqueléticos, responsaveis por transmitir o movimento da contragdo muscular
a uma estrutura 6ssea levando a movimentacdo do corpo. Dentre as funcdes
desempenhadas por diversos tenddes, destaca-se na espécie equina o tendao flexor digital
superficial (TFDS), que além da transmissdo da for¢a, ¢ capaz de sustentar o peso,
armazenar ¢ modular a energia proveniente do musculo, tendo importante papel na
biomecanica do movimento (THORPE; CLEGG; BIRCH, 2010). Funcionalmente o
TFDS equino possui proporcional importancia ao tenddo de Aquiles no homem, e ambos
estdo relacionados constantemente a lesdes de atletas. O TFDS ¢ acometido por tendinites
em 11 a 33% dos cavalos Puro sangue ingleses (PATTERSON-KANE; BECKER; RICH,
2012)

Os tenddes s@o compostos por 60 a 85% de fibras coldgenas, sendo 95% delas
de coldgeno tipo I. Estdo em uma organizagdo em feixes longitudinais e sdo o principio
da forga ténsil tendinea (SCREEN et al., 2015). Como sdo estruturas mecanorresponsivas,
cada tenddo especificamente necessita do estimulo correto para manutencdo da
homeostase, produzir uma composicdo de matriz extracelular sauddvel e
consequentemente exercer a sua fun¢do adequadamente. O estimulo mecanico mais
importante ¢ a tragdo oriunda da contragdo muscular. Acredita-se que essa tragdo possua
importante papel em promover e manter o alinhamento e paralelismo das fibras colagenas
(GONCALVES; RODRIGUES; GOMES, 2017).

Estratégias de bioengenharia tendinea com o uso de células tronco em tendinites
do FDS do equino ja sdo realizadas de forma clinica com resultados promissores de
preenchimento precoce da lesdo com bom paralelismo de fibras (GUERCIO et al., 2015).
No homem essa estratégia também ja foi realizada de forma clinica, intratendinea, em
tendinites de manguito rotador, proporcionando melhora na dor dos pacientes e na fungdo
da estrutura, evidenciada pela maior amplitude de movimento nos pacientes tratados (JO
et al., 2018).

Embora o uso de células tronco para o tratamento de enfermidades tendineas ja
seja realizado com resultados clinicos favoraveis, muitas perguntas ainda devem ser

respondidas para assegurar o tratamento com essa terapia celular. Portanto, dois grandes
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desafios permanecem na pesquisa da reparacdo tendinea funcional: desenvolver
estratégias para induzir a diferenciacdo tenogénica de células tronco de origem nao
tendinea e conferir ao tecido neoformado a estrutura e organizagdo tridimensional de um
tendao higido que, ao mesmo tempo, seja adequada ao perfeito desempenho da fungao
especifica desse tenddo no organismo.

O uso de equinos para estudos translacionais na ortopedia ja ¢ bem descrito,
porém apenas recentemente houve o apelo para a pesquisa do tecido tendineo equino de
forma translacional tanto in vivo quanto in vitro. Hillmann et al. (2016) demonstraram
forte semelhanga entre as células tronco mesenquimais derivadas de tecido adiposo
(adCTM) e de origem tendinea do homem e do equino, tanto na avaliagdo de marcadores
de membrana, de cultivo, de migragdo e de expressdo de fatores de matriz extracelular
tendinea (HILLMANN et al., 2016). As pesquisas de engenharia tendinea in vitro ja
comprovaram a importancia do estimulo mecanico na matriz extracelular para promover
a tenogénese e consequentemente a produgdo de coladgeno Tipo I e a organizacdo entre
eles. Por esse motivo a tenogénese in vitro ainda ¢ um desafio.

A associagdo de uma fonte celular de fécil obtencdo e com potencial de
diferenciagdo tenogénica como as adCTM apresentam vantagens terapéuticas in vivo em
relacdo as até o momento estudadas in vifro em que utilizam-se como fonte celular
tendcitos encapsulados em arcabougos para bioengenharia tendinea (CARVALHO et al.,
2011; ROMERO et al., 2017; TOPRAKHISAR et al., 2018). Os biomateriais compostos
por matriz extracelular tendinea descelularizada ja foram testados para reconstrucio de
tendoes murinos com resultados com melhor deposicao de matriz quando comparados ao
fio protético inabsorvivel (LIPAR et al., 2018).

A utilizacdo adequada de um arcabouco ¢ uma estratégia promissora para a
bioengenharia, uma vez que o tipo de arcabougo influencia na sinalizagdo paracrina das
células em ambiente tridimensional, dessa forma auxiliando na diferenciacdo celular e
também na producdo de matriz extracelular e reparacdo tendinea. Embora os resultados
sobre a interacdo do arcabougo com a as células de origem mesenquimal ainda sejam
preliminares, comprovou-se que co-cultivos de adCTM com explantes tendineos
apresentam diferencas comparados a cultivos puros de adCTM em monocamada, como o
maior alongamento das células, caracteristica desejavel a um tecido tendineo (COSTA-
ALMEIDA et al., 2018).

Recentemente, a utilizacdo da bioimpressdo com o uso combinado de um

material biocompativel a uma fonte celular apropriada para a bioengenharia tecidual vem
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sendo explorada. Diversos materiais como fibrina, seda, coldgeno e matrigel ja foram
adaptados para a técnica, buscando atingir as caracteristicas que a biotinta deve
apresentar. Além da capacidade de ser impressa e biocompativel, a biotinta idealmente
deve possibilitar interagdo com a célula semelhante a matriz extracelular do tecido em
questdo (XU et al., 2006; PATI et al., 2014; DAS et al., 2015). Portanto, a aplicagdo da
matriz extracelular tendinea de origem equina como biotinta apresenta potencial para
utilizacdo futura tanto de forma injetavel em tendinites equinas quanto de maneira

translacional para bioimpressao e reconstru¢des tendineas no homem.
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Os métodos de bioimpressdo vém sendo testados in vitro com o uso de células
de acordo com o tecido alvo e toda a composi¢ao do biomaterial ¢ pensada para atingir
uma boa interagdo com o tecido que se deseja reparar. O proximo passo € a realizagao de
estudos in situ buscando justamente avaliar a interacdo do biomaterial com a MEC do
tecido onde serd implantado e com células hospedeiras e assim pode ser comprovada a

eficacia do biomaterial na producao de um tecido reparado funcional.
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CONSIDERACOES FINAIS

Ressalta-se a importancia do desenvolvimento, caracterizacdo e avaliacdo
biocompatibilidade in vitro de um material anteriormente a sua aplicacdo in vivo. O
biomaterial produzido, caracterizado e adicionado as células tronco apresenta
potencial aplicagdo clinica apos bioimpressao e devera ser testado em lesdes tendineas
controladas para avaliacdo do comportamento no tecido alvo. Adicionalmente, por
se tratar de um hidrogel de MEC o biomaterial apresenta futuro promissor ndo sé para
0 uso em reparagdo tendinea, mas também, para bioengenharia e bioimpressdao de

outros tecidos musculoesqueléticos.





