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“Para ser grande, sê inteiro: nada 
Teu exagera ou exclui. 
Sê todo em cada coisa. Põe quanto és 
No mínimo que fazes. 
Assim em cada lago a lua toda 
Brilha, porque alta vive”. 

(Fernando Pessoa, 1946) 
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STIEVANI, F.C., Biotinta de matriz extracelular equina para bioengenharia tendínea. 
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RESUMO 

O processo de reparo tendíneo resulta em um tecido de função limitada, sendo assim, 
as estratégias terapêuticas visando a bioengenharia tendínea com o uso de células 
tronco, biomateriais funcionais e bioimpressão, vêm se ampliando. Baseado na 
hipótese de que o hidrogel de matriz extracelular tendínea (MEC), associado a células 
tronco mesenquimais de origem adiposa (adCTM) é aplicável à bioimpressão e capaz 
de manter a viabilidade celular in vitro, o presente trabalho objetivou produzir e 
caracterizar esse hidrogel, avaliar a utilização como biotinta e a biocompatibilidade 
quando em cultivo com adCTM equinas e quando implantado in vivo. E avaliar a 
capacidade de induzir a tenogênese nas adCTM quando em cultivo prolongado com e 
sem força tênsil. Tendões flexores digitais superficiais equinos foram submetidos ao 
processo de descelularização, liofilização e moagem. O pó de MEC foi solubilizado 
em solução de ácido clorídrico e pepsina. As soluções de 1% e 2% de MEC foram 
avaliadas quanto à capacidade de injeção, formação de gel após neutralização, reologia 
e também as características bioquímicas e microestruturais após a formação de gel. A 
bioimpressão foi realizada com 1x106 cels/mL por duas bioimpressoras distintas sendo 
uma pneumática e a outra por extrusão direta. A viabilidade celular foi avaliada após 
bioimpressão pneumática: 2 horas (M0), 12 horas (M1) e sete dias (M7). O cultivo 
após bioimpressão por extrusão direta permaneceu por 21 dias, neste foram avaliadas 
a expressão gênicas dos marcadores de tenogênese e expressão e produção de matriz 
extracelular tendínea em duas formas distintas de cultivo, com as estruturas recebendo 
tensão (Gtensil) ou livres (Glivre). A estrutura bioimpressa foi implantada na região 
subfascial do músculo esplênio bilateral de um equino para avaliar biocompatibilidade. 
Na avaliação bioquímica observou-se predominância de proteínas colágenas e em sua 
maioria fibras maiores com poucas fibras intermediárias e pequenas. Na reologia os 
resultados foram compatíveis com bioimpressão, demonstrando diminuição da 
viscosidade com o aumento da força aplicada e a adição de transglutaminase antecipou 
a formação de gel da solução e aumentou a resistência ao hidrogel. A avaliação 
microestrutural demonstrou maior quantidade de fibrilas no hidrogel com 2% de MEC 
e rede homogênea quando transglutaminase foi adicionada. A bioimpressão foi 
satisfatória, com hidrogel de boa qualidade e resistente ao cultivo de 21 dias. A 
viabilidade celular diminuiu de M0 (87%) para M1 (76%) P = 0,0066 e assim se 
manteve durante os sete dias de cultivo após bioimpressão pneumática. Após 
bioimpressão por extrusão direta não houve diferença entre a viabilidade dos 
momentos avaliados. Houve aumento da expressão tenogênica das adCTM bem como 
dos marcadores de matriz extracelular, principalmente no Gtensil. A avaliação in vivo 
demonstrou infiltrado inflamatório mononuclear de leve a moderado, boa integração 
com o tecido e poucos sinais clínicos de inflamação. Pode-se concluir que a biotinta 
de matriz extracelular tendínea equina, quando utilizada com adCTM, foi capaz de 
promover a expressão de genes de tenogênese e produção de proteínas da matriz 
extracelular, além de apresentar boa biocompatibilidade, tornando-se potencial 
estratégia para o tratamento de lesões tendíneas.  
Palavras-chave: Tenogênese, bioimpressão, células tronco, biomateriais 



9 

STIEVANI, F.C. Equine extracellular matrix bioink for tendon bioengineering. 
Botucatu, 2021, 78p, São Paulo State University “Júlio de Mesquita Filho”, School of 
Veterinary Medicine and Animal Science.   

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 1x106 cells/mL for bioprinting and two different prints were used, 
pneumatic and direct extrusion. The viability was evaluated two hours after printing 
(M0), 12 hours after printing (M1) 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 M0 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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Capítulo 1 

1. INTRODUÇÃO

Os tendões são estruturas constituídas de tecido conjuntivo, com origem em 

músculos esqueléticos, responsáveis por transmitir o movimento da contração muscular 

a uma estrutura óssea levando à movimentação do corpo. Dentre as funções 

desempenhadas por diversos tendões, destaca-se na espécie equina o tendão flexor digital 

superficial (TFDS), que além da transmissão da força, é capaz de sustentar o peso, 

armazenar e modular a energia proveniente do músculo, tendo importante papel na 

biomecânica do movimento (THORPE; CLEGG; BIRCH, 2010). Funcionalmente o 

TFDS equino possuí proporcional importância ao tendão de Aquiles no homem, e ambos 

estão relacionados constantemente a lesões de atletas. O TFDS é acometido por tendinites 

em 11 a 33% dos cavalos Puro sangue ingleses (PATTERSON-KANE; BECKER; RICH, 

2012) 

Os tendões são compostos por 60 a 85% de fibras colágenas, sendo 95% delas 

de colágeno tipo I. Estão em uma organização em feixes longitudinais e são o princípio 

da força tênsil tendínea (SCREEN et al., 2015). Como são estruturas mecanorresponsivas, 

cada tendão especificamente necessita do estímulo correto para manutenção da 

homeostase, produzir uma composição de matriz extracelular saudável e 

consequentemente exercer a sua função adequadamente. O estímulo mecânico mais 

importante é a tração oriunda da contração muscular. Acredita-se que essa tração possua 

importante papel em promover e manter o alinhamento e paralelismo das fibras colágenas 

(GONÇALVES; RODRIGUES; GOMES, 2017). 

Estratégias de bioengenharia tendínea com o uso de células tronco em tendinites 

do FDS do equino já são realizadas de forma clínica com resultados promissores de 

preenchimento precoce da lesão com bom paralelismo de fibras (GUERCIO et al., 2015). 

No homem essa estratégia também já foi realizada de forma clínica, intratendínea, em 

tendinites de manguito rotador, proporcionando melhora na dor dos pacientes e na função 

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 tendíneas já 

seja realizado com resultados clínicos favoráveis, 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 reparação tendínea funcional: desenvolver 

estratégias para induzir a diferenciação tenogênica de células tronco de origem não 

tendínea e conferir ao tecido neoformado a estrutura e organização tridimensional de um 

tendão hígido que, ao mesmo tempo, seja adequada ao perfeito desempenho da função 

específica desse tendão no organismo.  

O uso de equinos para estudos translacionais na ortopedia já é bem descrito, 

porém apenas recentemente houve o apelo para a pesquisa do tecido tendíneo equino de 

forma translacional tanto in vivo quanto in vitro. Hillmann et al. (2016) demonstraram 

forte semelhança entre as células tronco mesenquimais derivadas de tecido adiposo 

(adCTM) e de origem tendínea do homem e do equino, tanto na avaliação de marcadores 

de membrana, de cultivo, de migração e de expressão de fatores de matriz extracelular 

tendínea (HILLMANN et al., 2016). As pesquisas de engenharia tendínea in vitro já 

comprovaram a importância do estímulo mecânico na matriz extracelular para promover 

a tenogênese e consequentemente a produção de colágeno Tipo I e a organização entre 

eles. Por esse motivo a tenogênese in vitro ainda é um desafio.  

A associação de uma fonte celular de fácil obtenção e com potencial de 

diferenciação tenogênica como as adCTM apresentam vantagens terapêuticas in vivo em 

relação às até o momento estudadas in vitro em que utilizam-se como fonte celular 

tenócitos encapsulados em arcabouços para bioengenharia tendínea (CARVALHO et al., 

2011; ROMERO et al., 2017; TOPRAKHISAR et al., 2018). Os biomateriais compostos 

por matriz extracelular tendínea descelularizada já foram testados para reconstrução de 

tendões murinos com resultados com melhor deposição de matriz quando comparados ao 

fio protético inabsorvível (LIPAR et al., 2018). 

A utilização adequada de um arcabouço é uma estratégia promissora para a 

bioengenharia, uma vez que o tipo de arcabouço influencia na sinalização parácrina das 

células em ambiente tridimensional, dessa forma auxiliando na diferenciação celular e 

também na produção de matriz extracelular e reparação tendínea. Embora os resultados 

sobre a interação do arcabouço com a as células de origem mesenquimal ainda sejam 

preliminares, comprovou-se que co-cultivos de adCTM com explantes tendíneos 

apresentam diferenças comparados a cultivos puros de adCTM em monocamada, como o 

maior alongamento das células, característica desejável a um tecido tendíneo (COSTA-

ALMEIDA et al., 2018). 

Recentemente, a utilização da bioimpressão com o uso combinado de um 

material biocompatível a uma fonte celular apropriada para a bioengenharia tecidual vem 
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sendo explorada. Diversos materiais como fibrina, seda, colágeno e matrigel já foram 

adaptados para a técnica, buscando atingir as características que a biotinta deve 

apresentar. Além da capacidade de ser impressa e biocompatível, a biotinta idealmente 

deve possibilitar interação com a célula semelhante à matriz extracelular do tecido em 

questão (XU et al., 2006; PATI et al., 2014; DAS et al., 2015). Portanto, a aplicação da 

matriz extracelular tendínea de origem equina como biotinta apresenta potencial para 

utilização futura tanto de forma injetável em tendinites equinas quanto de maneira 

translacional para bioimpressão e reconstruções tendíneas no homem. 
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Os métodos de bioimpressão vêm sendo testados in vitro com o uso de células 

de acordo com o tecido alvo e toda a composição do biomaterial é pensada para atingir 

uma boa interação com o tecido que se deseja reparar. O próximo passo é a realização de 

estudos in situ buscando justamente avaliar a interação do biomaterial com a MEC do 

tecido onde será implantado e com células hospedeiras e assim pode ser comprovada a 

eficácia do biomaterial na produção de um tecido reparado funcional.  
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CONSIDERAÇÕES FINAIS 

Ressalta-se a importância do desenvolvimento, caracterização e avaliação 

biocompatibilidade in vitro de um material anteriormente à sua aplicação in vivo. O 

biomaterial produzido, caracterizado e adicionado às células tronco apresenta 

potencial aplicação clínica após bioimpressão e deverá ser testado em lesões tendíneas 

controladas para avaliação do comportamento no tecido alvo.  Adicionalmente, por 

se tratar de um hidrogel de MEC o biomaterial apresenta futuro promissor não só para 

o uso em reparação tendínea, mas também, para bioengenharia e bioimpressão de

outros tecidos musculoesqueléticos.




