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Objetivo: O estudo avalia a diferenciacdo in vitro das células mesenquimais isoladas do
estroma da medula dssea em tendcitos apds tratamento com extrato de tendao bovino.
Meétodos: Tendoes bovinos foram usados para confeccdo do extrato e estocados a —80°C.
Células mesenquimais do estroma da medula éssea (BMSCs) de trés doadores foram usadas
para os testes de citotoxicidade por MTT e diferenciacéo celular por qPCR.

Resultados: Os dados mostram que células mesenquimais do estroma da medula éssea tra-
tadas por até 21 dias em presenca do extrato de tendao bovino diluido em concentra¢des
crescentes (1:10, 1:50 e 1:250) promovem a ativacdo da expressdo de biglican, colageno tipo
I e fibromodulina.

Conclusdo: Nossos resultados mostram que o extrato de tenddo bovino é capaz de promover
a diferenciacdo das BMSCs em tendcitos.

© 2015 Sociedade Brasileira de Ortopedia e Traumatologia. Publicado por Elsevier Editora
Ltda. Todos os direitos reservados.

Mesenchymal stromal cells from bone marrow treated with bovine
tendon extract acquire the phenotype of mature tenocytes

ABSTRACT
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Objective: This study evaluated in vitro differentiation of mesenchymal stromal cells isolated
from bone marrow, in tenocytes after treatment with bovine tendon extract.

Methods: Bovine tendons were used for preparation of the extract and were stored at —80°C.
Mesenchymal stromal cells from the bone marrow of three donors were used for cytotoxicity
tests by means of MTT and cell differentiation by means of qgPCR.

Results: The data showed that mesenchymal stromal cells from bone marrow treated
for up to 21 days in the presence of bovine tendon extract diluted at diminishing
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concentrations (1:10, 1:50 and 1:250) promoted activation of biglycan, collagen type I and

fibromodulin expression.

Conclusion: Our results show that bovine tendon extract is capable of promoting differenti-

ation of bone marrow stromal cells in tenocytes.

© 2015 Sociedade Brasileira de Ortopedia e Traumatologia. Published by Elsevier Editora

Ltda. All rights reserved.

Introducao

O tenddo é um tecido especializado composto por tendo-
blastos e tendcitos embebidos em uma matriz extracelular
composta majoritariamente por Coladgeno tipo I. Os tendcitos
tém potencial limitado de prolifera¢do e conferem, assim, uma
baixa capacidade regenerativa ao tendéo.’?

Aslesdes tendineas constituem um grave problema na pra-
tica ortopédica e geram altos custos para o sistema publico
de saude, além de impactar na qualidade de vida dos paci-
entes afetados. Embora os tratamentos clinicos objetivem a
regeneracdo, os métodos atualmente disponiveis ainda sdo
ineficazes. Dessa forma, disfun¢des no tendéo levam a inca-
pacidade fisica definitiva.>

As células mesenquimais isoladas do estroma da medula
6ssea (BMSCs, do inglés, Bone Marrow Stromal Cells) sdo
conhecidamente uma opc¢do terapéutica promissora no
campo da terapia celular e bioengenharia de tecidos
musculoesqueléticos.”® Nao obstante, sua associacdo a bio-
materiais sintéticos tem sido proposta como opg¢do aos
tratamentos modernos que visam a reconstrucao tendinea,
como a enxertia alégena, autégena ou xenégena.”'? O uso de
BMSCs autélogas em enxertos biossintéticos visa a melhorar
os resultados de cirurgias conservadoras e reduzir o tempo de
recuperacgdo das propriedades biomecénicas pré-lesionais.?
Além disso, a baixa imunogenicidade das BMSCs permite seu
uso alogénico e minimiza a necessidade de imunossupressdo
do receptor.'?

Apesar de seu significativo potencial terapéutico, pouco
ainda se sabe acerca dos mecanismos e das vias de sinalizacao
envolvidos na determinacdo e progressao da diferenciacdo
das BMSCs para a via tenogénica. Considerando que BMSCs
parecem responder a estimulos presentes em extratos de teci-
dos maduros sadios e apresentam caracteristicas fenotipicas
especificas,'>'* desenvolvemos a hipétese de que extratos
de tenddo pudessem induzir a diferenciacdo das BMSCs em
tendcitos. Dessa forma, o presente estudo tem como obje-
tivo avaliar a influéncia do tratamento de BMSCs humanas
com diferentes concentracdes de extrato de tendao bovino na
diferenciacao in vitro para a via tenocitica.

Material e métodos

Isolamento e expansdo das células mesenquimais
do estroma da medula 6ssea humana

As BMSCs foram isoladas a partir de descartes cirturgicos
de artroplastia de quadril obtidos de cinco pacientes (dois
homens e trés mulheres) entre 45-60 anos, sem comorbidades.

O consentimento informado foi obtido de todos os individuos
apés a aprovacio do protocolo do estudo pelo Comité de Etica
Institucional. Apds a coleta no centro cirtrgico, as amostras
foram armazenadas em frascos estéreis com o meio de cultivo
de Dulbecco modificado por Iscove (IMDM; Iscove’s Modified
Dulbecco’s Medium; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) suplemen-
tado com 20% de soro fetal bovino (SFB; Gibco, Grand Island,
NY) a 4° C por até 18 horas. Para o isolamento da fracdo celu-
lar total, as medulas foram ressuspensas em solucdo salina
tamponada (PBS, Phosphate Buffer Saline) e mecanicamente
dissociadas de fragmentos 6sseos. As suspensodes celulares
obtidas foram coletadas em tubos de 50mL e centrifugadas
por Smin a 836 xg a 4°C. Em seguida, as células foram ressus-
pensas em 50mL de IMDM suplementado com 20% de SFB e
contadas com uma cimara de Neubauer. Depois, 6 x 10° célu-
las mononucleares foram distribuidas em frascos de cultura
de 75 cm? em 10 mL de IMDM com 20% de SFB e acondiciona-
das a 37°C e 5% CO,, Apos trés dias, a fragcdo ndo aderente foi
removida por meio de lavagem com PBS e o meio de cultivo
trocado. Apés 14 dias, as células foram removidas com solucéo
de Tripsina 0,125% EDTA 0,78 mM e expandidas.

Preparo do extrato de tenddo bovino

Foram obtidos cinco tenddes de calcaneo bovino. Os tenddes
foram macerados mecanicamente e em seguida triturados
com um homogeneizador elétrico de 20 Watts de poténcia,
na propor¢éo de 1 g de tecido para 2 ml de IMDM sem SFB.'> O
extrato do tecido foi centrifugado a 836 g por cinco minutos a
8°C e posteriormente acondicionado a —80°C por no maximo
dois meses.

Andlise da viabilidade celular pelo método de MTT

BMSCs foram cultivadas em placas de 24 pocos, na densidade
de 2,5 x10* células/poco e tratadas com extrato de tendéo
bovino diluido nas propor¢des de 1:10, 1:50 ou 1:250 v/v em
meio IMDM suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB).
A viabilidade celular foi avaliada apds 24, 72, 120 e 168 horas
apds o tratamento, na presenca de MTT (thiazolyl blue tetra-
zolium bromide, Sigma Aldrich) na concentracdo de 25mg/ml.
Concentracoes iguais de dimetilsulféxido (DMSO) foram usa-
das como controle negativo. A avaliac¢do colorimétrica foi feita
em comprimento de onda de 550 nm, com o leitor SIRIO S SEAC
(Burladingen, Alemanha).

Andlise da expressdo génica por qPCR

BMSCs foram cultivadas sob as diferentes condigdes experi-
mentais descritas anteriormente (1:10, 1:50 ou 1:250 v/v) por
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Tabela 1 - Genes alvos e desenhos dos primers usados na analise de expressao génica

Gene alvo Numero de acesso Sequencia (5'- 3') Produto (pb)

COL1A1 NM_000088.3 Senso GTGCTCCTGGTATTGCTGGT 150
antissenso GCTCTCCCTTAGCACCAGTGT

BGN NM_001711.4 Senso TGAAGTCTGTGCCCAAAGAGA 157
antissenso GCCTTCTCATGGATCTTGGA

FMOD NM_002023.4 Senso CAACACCTTCAATTCCAGCA 178
antissenso CTGCAGCTTGGAGAAGTTCA

ACTB NM_001101.3 Senso TACAATGAGCTGCGTGTGG 165
antissenso AGAGGCGTACAGGGATAGCA

COL1A1, coldgeno 1A; BGN, biglican; FMOD, fibrododulina; ACTB, beta actina; pb, tamanho do produto amplificado em pares de bases.

sete, 14 e 21 dias. Em seguida, as células foram lavadas e
o RNA total foi extraido pelo método do Trizol® (Invitrogen
Corp., Carlsbad, CA, USA) e tratado com DNase (Ambion®
DNA-free™ DNase Treatment (Life Technologies), conforme
as instrugdes do fabricante. A integridade e a quantidade do
RNA foram avaliadas por eletroforese em gel desnaturante e
por meio do espectrofotémetro NanodropTM 1000 (Thermo
Fisher Scientific Inc). A transcri¢do reversa para a sintese do
DNA complementar (cDNA) foi feita em duplicata, a partir
de 1,0 pg de RNA, com o sistema ImProm-1I™ Reverse Trans-
cription System (Promega) conforme protocolo do fabricante.
A gPCR foi feita com o sistema de detec¢do Power Sybr Green
Master MIX® (Applied Biosystems, Molecular Probes, Inc) no
equipamento Step One (Applied Biosystems, Molecular Pro-
bes, Inc). Foram usados primers dos genes constitutivos ({fDNA
28S e actina) como controle do experimento. A expressdo dos
genes de coldgeno tipo I, Biglican e Fibromodulina foi norma-
lizada em relacdo a expressdo do gene constitutivo g-actina
(tabela 1). O método 2-24C113 foi usado para andlise da expres-
sdo génica dos genes alvo do estudo em relacdo ao gene
constitutivo. Os valores expostos da expressao relativa consi-
deram como referéncia o valor 1.0, fixo para o grupo controle
(calibrador).

Resultados

Com o objetivo de avaliar a toxicidade do extrato de tenddo
bovino sobre as BMSCs, fez-se o ensaio de MTT. Os resulta-
dos mostram que o extrato de tendado bovino em nenhuma
das concentragoes testadas nao altera a viabilidade das BMSCs
(fig. 1). Desse modo podemos inferir que o extrato de tendao
bovino ndo tem efeito citotéxico nas células-tronco mesen-
quimais.

Uma vez que ndo houve efeito citotéxico, foi testado o
potencial de diferenciacdo do extrato de tendao bovino com
o intuito de avaliar se os fatores de crescimento presentes
no extrato estimulam a diferenciacdo das células progenito-
ras mesenquimais. Observamos que extrato é capaz de ativar
nas BMSCs a expressao dos genes coldgeno tipo I (fig. 2), bigli-
can (fig. 3) e fibromodulina (fig. 4) durante o periodo de sete,
14 e 21 dias. Esses resultados mostram que o extrato de ten-
déo bovino nao é citotéxico e é capaz de induzir a expressao
dos genes implicados na diferenciacéo tenocitica em células-
-tronco mesenquimais. O extrato proteico de tendao promove
ainda uma inducao de maneira dose dependente e em funcao
do tempo de exposicdo ao extrato.
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Figura 1 - Avaliacdo da citotoxicidade do extrato de tendao
bovino nas células mesenquimais do estroma da medula
dssea. C representa condicdo controle, 1:10, 1:50 e 1:250
representam as dilui¢c6es do extrato de tendao bovino no
meio IMDM, B representa a condicdo controle da técnica
onde nao ha células. Em todas as condi¢ées foi usado o
meio IMDM suplementado com 1% de SFB.
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Figura 2 - Expresséo génica de colageno 1 em células
mesenquimais do estroma da medula éssea tratadas com
concentracoes crescentes de extrato de tenddo bovino (1:10,
1:50 e 1:250). Dados normalizados pela expressdo do gene
constitutivo ACTB.
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Figura 3 - Avalia¢do da expressao de biglican por qPCR das
células mesenquimais estromais tratadas com
concentracées crescentes de extrato de tendao bovino (1:10,
1:50 e 1:250).
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Figura 4 - Avaliacdo da expressao de fibromodulina por
qPCR das células mesenquimais estromais tratadas com
concentragdes crescentes de extrato de tendao bovino (1:10,
1:50 e 1:250).

Discussao

Nosso estudo mostrou o potencial do extrato de tendao
bovino de induzir a diferenciacdo tenocitica das BMSCs e
que esse extrato ndo tem citotoxicidade em qualquer das
concentracdes usadas. Em nossas andlises, os resultados
mostraram que existe uma janela de tempo e espago para
o sucesso na diferenciacdo das BMSCs em tendcitos. Des-
tacamos que para a eficiéncia do procedimento as BMSCs
em confluéncia de 70% sejam tratadas com 1:50 de extrato
de tenddo por sete dias. Nesse momento observamos o
pico da expressdo de biglican e fibromodulina, marcado-
res de tendcitos,’®?! o que indica o comprometimento das
BMSCs com a linhagem tenocitica.O protocolo de tratamento
deve seguir com o aumento da concentracdo de extrato, que

deve ser o de 1:10 por mais 10 dias. Isso faz com que as BMSCs
mantenham a expressio de Colageno 1 e proporcionem uma
matriz extracelular eficiente para manter a viabilidade das
células.

Nossos resultados sugerem que no tenddo hé fatores de
crescimento que estimulam a diferenciacdo de células multi-
potentes em células tendineas, o que abre uma possibilidade
para o campo da terapia celular no tratamento das tendi-
nopatias. Finalmente, o potencial foi avaliado em modelo in
vitro e ha necessidade de validacdo em modelo in vivo para
confirmacdo dos resultados. Ainda, levantamos a possibili-
dade de, futuramente, avaliar o potencial do extrato de tendao
proveniente de tenddes humanos de doadores-cadaver.

Conclusoes

O conjunto de resultados mostra que o tratamento das
BMSCs com extrato proteico de tenddo bovino promove a
diferenciacdo em tendcitos.
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