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Objetivo: Avaliar in vitro, de forma direta, a citotoxicidade de dcidos hialurénicos como vei-
culo de injecdo para linhagens de células-tronco mesenquimais (CTMs) obtidas de tecido
adiposo humano.
Meétodos: As CTMs foram divididas em sete grupos, os quais foram expostos ao acido hia-
lurénico de seis marcas comerciais, além do contato com tampé&o fosfato-salino PBS (grupo
controle). Apdés quatro, 24 e 48 horas, foi feita a andlise da viabilidade celular através do
contador Countess pelo método de coloragdo com Trypan Blue (Thermo Fisher Scientific).
Resultados: Os resultados demonstraram uma diferenca significativa na viabilidade celular
quando essas linhagens de CTMs foram expostas aos diferentes acidos hialurénicos em
comparagao com o grupo controle.
Conclusdo: Os dados sugerem que o &cido hialurénico pode ser usado como veiculo de injegdo
para CTMs, porém é necessaria cautela na escolha do melhor produto para aplicacdo tera-
péutica futura.
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Evaluation of different commercial hyaluronic acids as a vehicle for
injection of human adipose-derived mesenchymal stem cells

ABSTRACT

Keywords: Objective: The main purpose of this study is to evaluate, in vitro, the cytotoxicity of diffe-
rent commercial brands of hyaluronic acids to be used as a vehicle for injection of human
adipose-derived mesenchymal stem cells (AD-MSCs).

Methods: AD-MSCs were divided into seven groups: one control group where AD-MSCs were
cultivated with phosphate-buffered saline (PBS) and six other groups where AD-MSCs were

cultivated with different commercial brands of hyaluronic acid. AD-MSC viability analysis
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was performed after four, 24, and 48 hours in contact with each treatment, using the trypan
staining method on a Countess automated cell counter (Thermo Fisher Scientific).

Results: The results clearly demonstrated a significant difference in cell viability when AD-
-MSCs were exposed to different hyaluronic acids when compared with the control group.
Conclusion: These data suggest that hyaluronic acid can be used as a vehicle for injection
of human AD-MSCs, but caution is needed to choose the best product, aiming at its future
therapeutic application.

© 2018 Sociedade Brasileira de Ortopedia e Traumatologia. Published by Elsevier Editora
Ltda. This is an open access article under the CC BY-NC-ND license (http://

creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).

Introducao

As lesbes da cartilagem articular figuram-se entre as pato-
logias musculoesqueléticas mais frequentes e de maior
dificuldade de tratamento. Isso ocorre devido ao fato de o
tecido condral estar sujeito a constantes estimulos, além de
ter possuir baixo potencial de reparacdo por sua deficiéncia
da circulagdo vascular e linfatica.’?

Dentre as opgOes de tratamento cirdrgico atualmente
disponiveis destacam-se, com resultados animadores na lite-
ratura, o implante autélogo de condrécitos, descrito em
1994 por Brittberg et al, no qual, apds coleta da cartila-
gem saudavel, faz-se a expansao e cultura celular e, num
segundo tempo, a implantacdo dos condrécitos na lesdo
condral.>* Devido a existéncia de limitacdes para esse proce-
dimento, como indisponibilidade e degeneracdo da cartilagem
doadora, problemas com a expansdo do condrécito in vitro
e alto custo, buscam-se formas opcionais vidveis para o

tratamento dessa importante lesdo articular.® Nesse con-
texto, as células-tronco mesenquimais (CTMs) tém sido
apontadas como boa opg¢do de tratamento. Dentre as varias
fontes de obtencdo, as derivadas do tecido adiposo ganham
destaque, pois apresentam potencial de regeneracdo e
diferenciacdo em tecido cartilaginoso, além do fato de estarem
presentes em grande quantidade no organismo e de pode-
rem ser obtidas com técnicas faceis e pouco invasivas.®20
4cido hialurénico é considerado um excelente veiculo para as
células-tronco mesenquimais na reparagdo tecidual, devido a
sua viscosidade e suas propriedades fisico-quimicas, por isso
ganhou destaque na bioengenharia de tecidos®!° (tabela 1).
Apesar disso, ndo se tém dados que avaliem o potencial das
CTMs quando expostas a diferentes pesos moleculares, mar-
cas e viscosidades de hialuronato.

Este estudo tem como principal objetivo avaliar in vitro, de
forma direta, a citotoxicidade de diferentes marcas de Aci-
dos hialurdnicos sobre linhagens de CTMs obtidas de tecido
adiposo humano.

Tabela 1 - Propriedades fisico-quimicas dos diferentes acidos hialurénicos

Produto Molécula Concentracdo  Peso Elasticidade (Pa Viscosidade Origem Molécula
molecular 2,5 Hz) (Pa 2,5 Hz) crosslinked
(MDa)
Suprahya1® Hialuronato de sédio 1% 0,75 viscoleasticidade 1,2 Fermentacao Nao
bacteriana
Fermathron®  Hialuronato de sédio 1% >1 viscoleasticidade 0,84 Fermentacao Nao
bacteriana
Synvisc® Hylan G-F 20 0,8% 6,0 111 25 Aviaria Sim
Orthovisc® Hialuronato de sédio  1,5% 1-2,9 60 46 Fermentacao Nao
bacteriana
Synovium® Hialuronato de sédio ~ 2,5% >2,8 160 159 Fermentacao Nao
bacteriana

Caracteristicas do liquido sinovial normal: Elasticidade = 117 Pa 2,5 Hz; Peso molecular = 3-4 MD; Viscosidade = 45Pa 2,5 Hz.
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Material e métodos
Consideragdes éticas

Todas as amostras de tecidos humanos para isolamento
de CTM foram obtidas apds assinatura do termo de
consentimento livre e esclarecido pelo doador ou respon-
savel, de acordo com o Comité de Etica em Pesquisa —
seres humanos (CEP) do Hospital Universitario e Instituto
de Biociéncias da Universidade de Sdo Paulo (protocolo
040/2005).

Coleta, isolamento e expansdo de CTM

CTM humanas derivadas do tecido adiposo (AD-MSC) foram
isoladas com métodos previamente descritos pelo nosso
grupo.''"*As coletas de tecido adiposo foram feitas, em cirur-
gias de cesarea, na regido subcutdnea abdominal do paciente.
Apbs coleta, as amostras foram acondicionadas em frasco
estéril e transportadas até o laboratério em caixas térmicas
com monitoramento de temperatura entre 4-24°C. Todas as
amostras foram processadas em até 48 h.

Resumidamente, para isolar as AD-MSC, as amostras de
tecido adiposo foram lavadas com solucdo salina PBS 1 X pH7.4
(PBS - phosphate-buffered saline) com 100 U/mL de penicilina e
100 ug/mL de estreptomicina (Life Technologies) e, em seguida,
dissociadas com 0,075% de colagenase GMP (Serva) a 37°C por
30 minutos. Em seguida, o infranadante foi centrifugado a 300
x g durante cinco minutos e o pellet de células formado foi
plaqueado em garrafas de cultivo, respeitou-se a proporcao
de 1.000-3.500 células por cm?.

Para expansao in vitro de AD-MSC, foi usado o sistema
de cultivo de CTM livre de produtos animais, StemPro MSC
SFM (Thermo Fisher Scientific), segundo recomendacodes do for-
necedor (meio de proliferagdo). Cada linhagem foi mantida a
37°C em uma atmosfera imida com 5% de CO, até atingi-
rem pelo menos 1x10° células para serem criopreservadas em
nitrogénio liquido a -196 °C com o kit StemPro MSC SFM. Para
atingir nimero de células desejaveis para os experimentos,
elas foram descongeladas em banho-maria a 37 °C e plaquea-
das em garrafas de cultura com o meio de proliferacédo descrito
acima.

Imunofenotipagem

Para confirmar a origem mesenquimal das linhagens AD-
-MSC obtidas, foi feita a andlise de expressdo de pro-
teinas de membrana das células por citometria de fluxo
com métodos previamente descritos pelo nosso grupo.'"'*
Para tanto, as células aderentes obtidas na passagem 5
foram incubadas com os seguintes anticorpos conjuga-
dos: CD29-PE-Cy5, CD31-PE, CD34-PerCP, CD45-FITC, CD73-PE,
CD90-R-PE, CD105-PE, HLA-ABC-FITC, HLA-DR-R-PE (Becton
Dickinson), segundo recomendacdes do fabricante. Como con-
trole negativo, incubamos as células com PBS em vez
do anticorpo primadrio. Foram adquiridos 10.000 eventos
com o citémetro de fluxo Guava EasyCyte (Guava Technolo-
gies) e analisados com o software Guava ExpressPro (Guava
Technologies).

Ensaio de diferenciagdo

hASC e hUCT foram submetidas aos protocolos de
diferenciacdo para avaliar suas propriedades de CTM.'3'*
Assim, as células aderentes obtidas na passagem 5 foram sub-
metidas as indugdes adipogénica, condrogénica e osteogénica
in vitro com o kit de diferenciacdo StemPro (Life Technologies),
segundo recomendacdes do fabricante. Amostras controle,
nao induzidas, foram mantidas em meio de proliferacio
durante todo o ensaio.

Adipogénese

A diferenciacdo adipogénica foi confirmada no dia 21 por
coloragdo com Oil Red O (Sigma). Para tal, as células foram
fixadas com paraformaldeido 4% durante 30 minutos, lavadas
com 4gua destilada e coradas com uma solucdo de trabalho de
0,16% Oil Red O durante 20 min.

Condrogénese

Ap6s 21 dias de inducéo, para confirmar a diferenciagdo con-
drogénica, as células foram coradas com 1% azul de toluidina
durante um minuto, lavadas com dgua destilada e, em seguida,
tratadas com uma lavagem de solucdo de alcool etilico 70%,
95% e 100%, respectivamente.

Osteogénese

A diferenciacdo osteogénica foi avaliada pela coloragéo de Von
Kossa. Resumidamente, as células foram coradas com 1% de
nitrato de prata (Sigma) durante 45 min sob luz ultravioleta,
coradas com 3% de tiossulfato de sédio (Sigma) durante 5min
e, em seguida, contrastadas com van Gieson. No fim dessa
etapa, as células foram lavadas cuidadosamente com &lcool
etilico e deixadas secar completamente.

Grupos experimentais

CTMs, na passagem oito, foram divididas em sete grupos, as
quais foram expostas ao acido hialurdnico de seis marcas
comerciais, além do contato com tampao fosfato-salino - PBS
(grupo controle):

Grupo 1: AD-MSC em contato com Fermathron® (Hyaltech)

Grupo 2: AD-MSC em contato com Orthovisc® (&)

Grupo 3: AD-MSC em contato com Synvisc® (Sanofi)

Grupo 4: AD-MSC em contato com Synovium® (LCA Phar-
maceutical)

Grupo 5: AD-MSC em contato com Suprahya1® (Zodiac)

Grupo 6: AD-MSC em contato com Osteonil® (TRB Cheme-
dica)

Grupo 7: AD-MSC em contato com PBS (Thermo Fisher Sci-
entific)

Para preparo, as células foram descoladas da garrafa de
cultura com o reagente TrypLE (Thermo Scientific) e centrifu-
gadas a 300xg por cinco minutos, contadas no equipamento
Countess (Thermo Fisher) e ressuspendidas na concentracdo de
1x108 células/mL de 4cido hialurénico ou PBS. Apds quatro,
24 e 48 horas de incubacio a temperatura e atmosfera ambi-
ente foi feita andalise da viabilidade celular através do contador
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AD-MSC

Figura 1 - Estabelecimento de linhagens AD-MSC. Morfologia das células aderentes obtidas a partir de amostra de tecido
adiposo humano (AT8, AT11 e AT13). As fotos representam as culturas in vitro na passagem 8. Aumento 50x.

Countess pelo método de coloragdo com Trypan Blue (Thermo
Fisher Scientific), segundo recomendacdes do fornecedor. Foram
feitos dois experimentos independentes, cada um deles com
trés linhagens diferentes de AD-MSC (AT8, AT11 e AT13). Para
cada intervalo de tempo foi feita uma Unica leitura de viabili-
dade, respeitaram-se as mesmas condi¢oes experimentais.

Andlise estatistica

Os dados numéricos obtidos foram transformados em média
+ desvio padrdo. A andlise estatistica foi feita pelo teste t de
Student (p < 0,05).

Resultados
Estabelecimento e sele¢do de linhagens celulares

Foram obtidas trés linhagens de CTM provenientes do tecido
adiposo (AD-MSC), denominadas: AT8, AT11 e AT13. Foram
acompanhadas in vitro e a morfologia de cada uma delas
avaliada com o decorrer das passagens. Todas as linhagens
apresentaram morfologia similar a CTM (fig. 1) e excelente
taxa de proliferacdo até as passagens avaliadas, em meio livre
de produtos de origem animal. Isso as torna excelentes candi-
datas para os protocolos de expansao celular para aplicagoes
terapéuticas futuras.

Imunofenotipagem

Para confirmar a origem mesenquimal das linhagens de célu-
las aderentes obtidas, AT8, AT11 e AT13, avaliamos a expressao
de um painel de proteinas de membrana celular por citometria
de fluxo. As amostras mostraram-se positivas para os mar-
cadores de células aderentes CD29 e CD90; negativas para
o marcador endotelial CD31; negativas para os marcadores
hematopoéticos CD34 e CD45; positivas para os marcadores
mesenquimais CD73 e CD105; positivas para HLA-ABC e nega-
tivas para HLA-DR (fig. 2). Esse padrdo obtido estad de acordo
com o painel de imunofenotipagem definido pela Sociedade
Internacional de Terapia Celular.’®

Ensaio de diferenciacdo

A plasticidade das células aderentes obtidas a partir do tecido
adiposo (linhagem ATS8, AT11 e AT13) foi avaliada apés 21 dias
de cultivo nos meios indutores para tipos celulares especi-
alizados de origem mesodérmica. As inducdes osteogénicas

(fig. 3A) e adipogénica (fig. 3B) e condrogénica (fig. 3C) foram
confirmadas pela presenca de depésitos de calcio, vactolos
lipidicos e matriz extracelular rica em mucopolissacarideos,
respectivamente. Juntos, esses resultados indicam a origem
mesenquimal das células aderentes isoladas e potencial de
diferenciacdo multipotente in vitro.™

Ensaio de contato com dcido hialurdonico

Os resultados encontrados no estudo demonstram que houve
diferenca na viabilidade celular de acordo com o acido hia-
lurdnico usado para cultura das CTMs em compara¢do com o
grupo controle, conforme demonstrado na tabela 2.

Nas primeiras quatro horas, apenas as células em contato
com o Orthovisc® tiveram sua viabilidade significativamente
reduzida em relacdo ao grupo controle. O mesmo efeito foi
observado para as células em contato por 24h e 48h com
o Orthovisc® (p < 0,05). No entanto, apdés 24h, todos os
tratamentos, com excecdo das células em contato com o
Suprahyal®, tiveram viabilidade reduzida significativamente
em comparagdo com o grupo controle PBS. Por fim, apds 48h,
ambas as células em contato com Orthovisc® e Synvisc® tive-
ram viabilidade reduzida significativamente em relagdo ao
grupo controle com PBS.

Assim, o Suprahyal® foi o 4cido hialurénico que mais se
mostrou adequado para uso como veiculo para carreamento
das AD-MSC nos ensaios de terapia celular, com manutencdo
de viabilidade em niveis muito préximos das células tratadas
com a solucdo controle PBS.

Em relacdo a viscosidade e manipulacao das células, os
4cidos hialurénicos Fermathron® e Suprahyal® foram os
que apresentaram melhor desempenho. O acido Synovium®
apresentou viscosidade muito elevada, o que dificultou a
manipulacdo com as células. J& o Orthovisc® e Synvisc®
apresentaram viscosidade intermedidria, mas que também
dificultaram a manipulacdo com as células.

Discussao

A medicina regenerativa tem sido vista com grande impor-
tancia pela ortopedia, pois se tornou uma opgéo atrativa para
o tratamento de problemas crénicos, como lesbes de carti-
lagem articular e artrites. Isso ocorre devido ao fato de os
tratamentos até entdo disponiveis serem insuficientes para
a cura completa das lesdes, o que resulta, muitas vezes, na
diminuicdo da mobilidade e perda da autonomia do paciente.
Essa terapia de regeneracdo tecidual usa como estratégia a
terapia celular, na qual células-tronco sdo usadas para o reparo
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Figura 2 - Imunofenotipagem das células aderentes obtidas do tecido adiposo. Os histogramas em cinza representam a
populacido de células ndo marcadas com anticorpos (controle negativo). Os histogramas em preto representam a populag¢io
de células marcadas com os respectivos anticorpos descritos em cada linha. Os graficos mostram o nimero de células
versus intensidade de fluorescéncia.

e o tratamento de lesdes. Nesse contexto, por sua capacidade
potencial de diferenciacdo em tecido ésseo e cartilaginoso, as
células-tronco mesenquimais sdo muito promissoras e podem

ser isoladas de véarios locais do organismo humano, como
medula 6ssea, gordura, periésteo, membrana sinovial, entre
outros.1617
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Figura 3 - Potencial de diferenciacdo das células aderentes isoladas do tecido adiposo. Primeira coluna representa as
linhagens-controle negativas (ndo induzidas) e a segunda coluna as linhagens tratadas com meio de indugéo apés 21 dias
de cultura. A, indugdo osteogénica. A diferenciacéo foi confirmada pela presenca de depésitos de calcio (marrom escuro)
através da colora¢do de von Kossa. Aumento 50X. B, inducao adipogéncia. A diferenciac¢io foi confirmada pela presenca de
goticulas de lipidios citoplasmaticas (vermelho) através da coloracdo com Oil Red O. Aumento 200X. C, inducédo
condrogénica. A diferenciacio foi confirmada pela coloragio de azul de toluidina, que permite visualizar o fenémeno de
metacromasia, caracteristico de matriz extracelular rica em mucopolissacarideos. Aumento 50X.

Tabela 2 - Viabilidade de células-tronco mesenquimais
humanas provenientes do tecido adiposo em contato

com diferentes acidos hialurdénicos comerciais. Média e
desvio-padrao expressos em porcentagem de
viabilidade para cada tratamento avaliado

Tratamento 4 horas 24 horas 48 horas
Média DP Média DP Média DP
Fermathron® 81,6 10,535 74,82 4,021 76,7 13,812
Orthovisc® 674% 10433 66,5° 5792 59,62 13,124
Synvisc® 81,7 7,506 67,8° 12,631 582% 14,332
Synovium® 72,8 14,943 72,5 7,401 62,8 18,073

Suprahyal® 841 6809 812 9915 81,6 9,717

Osteonil® 71,4 14,3 59,1° 16,282 71,7 11,218
PBS 90 3,464 83,5 2933 774 12,347
2 p<0,05.

O tecido adiposo é considerado um 6timo candidato como
fonte para a terapia celular, pois é acessado por técnicas rela-
tivamente simples e pouco invasivas e apresenta uma grande
concentracdo de células-tronco mesenquimais, tem cerca de
10-100 vezes mais CTMs por volume do que a medula éssea.’®

Entretanto, a terapia celular isolada ainda ndo é capaz de
reparar defeitos com grandes dimensdes. Nesse sentido, a
engenharia de tecidos é vista como uma estratégia promis-
sora porque usa scdffolds como biomateriais que imitam a
arquitetura da matriz extracelular do tecido especifico e tém
grande influéncia no crescimento e diferenciacdo celular.'’
Fato que ja foi observado por Hidaka et al.,,'” He et al.?% e
Marra et al.?’ em 2007 e 2008, quando obtiveram sucesso com
scaffolds com células progenitoras para substituicdo de tecido
6sseo, cutaneo e adiposo, respectivamente.

O &cido hialurdnico (HA) é comumente usado na engenha-
ria de tecidos como biomaterial em estruturas de hidrogel.
Por isso, compreender suas fungdes é fundamental para a
confeccdo de estruturas mais eficientes.™’

Uma das explicacdes para o PBS ter efeito superior é devido
a sua natureza isotdnica, o que torna o reagente mais comu-
mente usado em pesquisas bioldgicas. Os sais de fosfato ndo
sdo tdxicos para as células vivas e tém uma elevada capaci-
dade de tamponamento. A manutencdo do pH é importante
na manutencdo da viabilidade celular e na recuperacdo e
revitalizacdo das células. Por outro lado, o 4cido hialurdénico
é um dos principais componentes da matriz extracelular e
contribui significativamente para a proliferacdo e migracao
celular.

Com base nos resultados obtidos neste estudo, percebeu-
-se que a viabilidade celular das CTMs derivadas do tecido
adiposo humano depende muito do acido hialurénico usado
para cultura. O 4cido hialurénico é um dos principais compo-
nentes da matriz extracelular e contribui significativamente
para a proliferacao e migracgao celular.

Além disso, acredita-se que o peso molecular possa
ser o responsavel pelas diferencas encontradas. Den-
tre as marcas pesquisadas, o Suprahya1® apresentou
a maior quantidade de células-tronco vidveis no tér-
mino do periodo analisado, apresentou o mais baixo
peso molecular, 0,75 MDa, entre os grupos avaliados.
Esse resultado pode ser explicado pela evidéncia de
que &cido hialurénico de alto peso molecular age como
inibidor da angiogénese e da proliferagdo celular, além de ter
efeito anti-inflamatério e imunossupressor.*’

Assim, podemos sugerir que a viabilidade celular pode
estar diretamente relacionada com a concentracdo e peso
molecular do 4cido hialurénico usado e que isso pode ser
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um fator determinante no sucesso do tratamento cirdrgico da
lesdo condral.

Entretanto, é importante salientar que os resultados dis-
cutidos acima sdo pertinentes a influéncia do HA nas
células-tronco no contexto da engenharia de tecidos e nédo
a seu uso como viscossuplementacdo no tratamento conser-
vador da osteoartrite, visto que para essa finalidade existem
evidéncias do seu beneficio clinico e da provavel superioridade
do HA de alto peso molecular.??2*

Conclusao

Os dados sugerem que o acido hialurénico pode ser usado
como veiculo de injecdo para células-tronco mesenquimais,
porém é necessaria cautela na escolha do melhor produto, de
acordo com a viabilidade e o efeito citotéxico das diferentes
marcas comerciais de dcidos hialurdénicos. Dessa maneira, a
aplicagdo terapéutica serd feita com mais seguranca.
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